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RESUMEN 
Las plantas han desarrollado sofisticados mecanismos que les permiten sobrellevar condiciones 
medioambientales adversas, como la exposición a patógenos bacterianos. Dentro de estos 
mecanismos se encuentra el reconocimiento específico del atacante mediante defensa activa, la 
cual gatilla una respuesta de hipersensibilidad (HR) en células infectadas y una respuesta a nivel 
sistémico conocida como resistencia sistémica adquirida (SAR) para inmunizar las células 
aledañas. Respuesta producida por un aumento de la fitohormona ácido salicílico (SA) lo que 
produce un incremento en la síntesis de proteínas involucradas en la respuesta de defensa de la 
planta como PR-1 perturbando así el correcto funcionamiento del retículo endoplasmático (RE), 
organelo encargado de las modificaciones post traduccionales de esta proteína. A fin de 
sobrellevar este estrés, se activará la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) que consta de 
diversas respuestas, entre ellas, el aumento de la síntesis de chaperonas de RE como calreticulina 
(CRT). Se ha reportado en Arabidopsis thaliana el aumento de transcrito de CRT tras ser 
infectada con patógenos bacterianos y se ha reportado que CRT1 y CRT2 tienen respuestas 
similares ante el ataque por patógenos. Es por esto y debido a que las respuestas de defensa de las 
plantas comparten ciertos mecanismos de defensa, es que se propuso analizar la participación de 
CRT1 y CRT2 durante SAR. Nuestros resultados sugieren, mediante ensayos de infección con un 
patógeno avirulento (Pst AvrRpm1) en plantas de Arabidopsis que hay una participación por 
parte de CRT1 y CRT2 durante la respuesta de defensa local. Resultado similar al obtenido al 
tratar plantas silvestres con SA, sugiriendo que estas chaperonas también podrían estar 
participando de SAR. A partir de esto, fue que se realizaron ensayos de infección con una 
bacteria virulenta (Pst DC3000) a plantas mutantes para crt2 y dobles mutantes crt1/crt2 bajo 
tratamiento con SA. Estas plantas mutantes crt2 y crt1/crt2, presentaron un menor número de 
colonias bacterianas en comparación a plantas silvestres y plantas de su mismo genotipo que no 
fueron inmunizadas. Tomando en cuenta esta participación, fue que se analizó la abundancia de 
transcrito de marcadores de biosíntesis de SA y chaperonas de RE en estas plantas mutantes, 
posterior a una respuesta local (infección con RPM1) y durante SAR (tratamiento con SA). Los 
resultados sugieren que existe una regulación indirecta por parte de CRT1 y CRT2 durante la 
respuesta de defensa tanto local como sistémica, regulación que no se ve al momento de analizar 
la síntesis y secreción de proteínas PR1. Si bien estos resultados apoyan la participación de CRT1 
y CRT2 durante la respuesta de defensa, aun no se conoce el mecanismo por el cual actúan. 
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ABSTRACT 
Plants have evolved sophisticated mechanisms that allow them to cope with adverse 
environmental conditions, such the exposure to bacterial pathogens. Within these mechanisms is 
the specific recognition of the attacker through active defense, which elicits a hypersensitive 
response (HR) in infected cells and a systemic level response known as systemic acquired 
resistance (SAR) to immunize the surrounding cells. Response produced by an increase in 
phytohormone salicylic acid (SA) in addition to the increase in protein synthesis involved in the 
plant defense response as PR1 causes an alteration in the post-translational modifications, 
disturbing the correct functioning of the endoplasmic reticulum (ER), organelle in charge of this 
function. The increase in the demand for synthesis and folding of proteins, will produce stress of 
RE and to cope with this stress, will activate the unfolded protein response (UPR) consisting of 
various responses, among them, increased synthesis of chaperones of ER as calreticulin (CRT). It 
should be noted that CRT1 and CRT2 have similar responses to pathogen attack. Moreover, the 
plant defense responses share mechanisms, it was proposed to analyze CRT1 and CRT2 during 
SAR. Our results suggest, by means of infections assays by using of a bacterial pathogen 
avirulent (Pst AvrRpm1) in Arabidopsis plants that there is a participation by CRT1 y CRT2 
during the local defends response. There are similar results obtained with SA treatment wild type 
plants, suggesting that this chaperones could participated in SAR. Starting from this, was that 
infection trials were carried out with a virulent bacterium (Pst DC3000) to crt2 mutant plants and 
crt1/crt2 double mutants with SA treatment. This mutant plants shown a minor number of 
bacterial colonies comparison to a wild type plants and plants of the same genotype that were not 
immunized. Considering this participation, we analyzed the abundance of transcript of SA 
biosynthesis markers and RE chaperones in these mutant plants, following a local response 
(infection with RPM1) and during SAR (treatment with SA). The results suggest that there is an 
indirect regulation by CRT1 and CRT2 during the defense response both local and systemic, a 
regulation that is not seen at the time of the analysis and synthesis of PR1 proteins. Although 
these results support the participation of CRT1 and CRT2 during the defense response, the 
mechanism by which they act it remains unknown. 
 
 
 
 17 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1. Establecimiento de una enfermedad.  
Las plantas son organismos sésiles, por lo que se encuentran constantemente expuestas a 
diferentes condiciones adversas que pueden afectar su crecimiento y desarrollo. Sin embargo, las 
plantas han desarrollado respuestas fisiológicas complejas y dinámicas para hacer frente a estas 
condiciones. Estas condiciones desfavorables pueden ser factores bióticos, por ejemplo, la 
infección por virus, hongos y bacterias. Para sobrellevar estas condiciones, las plantas poseen un 
sistema inmune, que les permite reconocer moléculas o señales de los patógenos y de esta 
manera, poder establecer una respuesta de defensa.  
Para que se establezca exitosamente una enfermedad en plantas, es necesario que 
converjan tres elementos claves: (1) el patógeno debe ser virulento para la planta, (Chisholm y 
cols. 2006), además de evadir los sistemas de reconocimiento de defensa de ésta (Göhre y 
Robatzek, 2008); (2) la planta debe ser susceptible a dicho patógeno y (3) las condiciones 
medioambientales como temperatura, humedad y disponibilidad de nutrientes deben ser los 
adecuados para que el patógeno logre interactuar con su hospedero y así llevar a cabo la 
infección. Este complejo equilibrio es conocido como el triángulo de la enfermedad (Scholthof, 
2007). 
Dentro de los patógenos que infectan plantas, se encuentra la bacteria Pseudomonas 
syringae. Esta bacteria durante su ciclo de infección posee dos estilos de vida. La primera es la 
fase epifítica, consiste en la llegada del patógeno a la superficie del tejido. Una vez en la 
superficie, el patógeno puede ingresar al tejido a través de estomas abiertos o por heridas que 
pueda tener la planta, dando paso a la fase endofítica. En esta fase, el patógeno que ya está al 
interior del tejido, comienza a colonizar y a multiplicarse en el apoplasto, hasta causar la necrosis 
del tejido (Xin y He, 2013). 
 
2. Mecanismos de defensa frente a la infección bacteriana.  
Para hacer frente ante un ataque por patógeno, los organismos vegetales poseen dos tipos 
de respuesta, una defensa pasiva y una segunda respuesta, activa. En el caso de la respuesta 
pasiva, se encuentran las barreras estructurales, como la cutícula y/o reservorios de metabolitos 
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antimicrobianos que impiden o atenúan en una primera instancia el ataque (Huckelhoven, 2007). 
Por ejemplo, las deposiciones de callosa en la pared celular, con el objetivo de reforzarla y así 
limitar el ingreso de patógenos (Chen y cols., 2009). Sin embargo, existen patógenos que pueden 
atravesar estas barreras físicas e ingresar al apoplasto (Jones y Dang, 2006). Un segundo tipo de 
respuesta, se conoce como activa. Esta última se compone de una línea temprana de defensa 
conocida como respuesta basal y una respuesta específica, conocida como respuesta inducida. 
La respuesta basal o PTI (Inmunidad Gatillada por PAMPs) (De Wit, 2007), se caracteriza 
por el reconocimiento de características comunes de microorganismos patógenos (Patrones 
Moleculares Asociados a Patógenos, PAMPs), como es el caso de flagelos en bacterias, 
lipopolisacáridos (LPS) y factor de elongación Tu (EF-Tu) por parte de las bacterias Gram-
negativas; quitina en los hongos, entre otros. Los PAMPs son reconocidos por los receptores de 
patrones (Pattern-Recognition Receptors, PRR) que se encuentran en la membrana de las células 
vegetales. Este es el caso de FLS22 para el péptido flagelina y EFR-Tu para EF-Tu, entre otros 
(Nicaise y cols., 2009).  Cabe destacar que dentro de la respuesta basal se encuentra el aumento 
de la fitohormona ácido salicílico (SA) que junto con la producción de ROS intervienen en la 
modulación de la transcripción de genes relacionados en la respuesta de defensa (Blanco y cols., 
2009; Nicaise y cols., 2009).  
A pesar de las diferentes estrategias de defensa que han desarrollado las plantas, los 
patógenos han evolucionado y han sido capaces de desarrollar mecanismos que les permiten 
evadir la respuesta basal de las plantas, generando moléculas efectoras, las cuales son 
transportadas directamente al interior de las células vegetales (Katagiri y cols., 2002). Este evento 
es conocido como susceptibilidad gatillada por efectores (ETS) (Jin y cols., 2003). 
A su vez, las plantas han desarrollado una segunda línea de defensa, efectiva sólo para 
patógenos (hemi)biótrofos (por ejemplo: Pseudomonas syringae) que está basada en la 
generación de proteínas de resistencia (R) que son capaces de reconocer los efectores del 
patógeno al interior de las células vegetales. Al ser reconocido, el efector se denomina factor de 
avirulencia (Avr), formando un reconocimiento del tipo R-Avr (receptor-factor de virulencia) 
generando una respuesta inducida y convirtiendo a las plantas en un hospedero resistente. Este 
tipo de respuesta genera una reacción incompatible para el patógeno y se denomina inmunidad 
gatillada por efector (ETI) (Göhre y Robatzek, 2008). Este tipo de interacción es importante 
contra patógenos hemibiótrofos como es el caso de Pseudomonas syringae y está asociado con la 
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activación de vías de señalización dependientes de hormonas, tales como el ácido salicílico 
(Glazebrook, 2005).  
ETI corresponde a una respuesta de defensa más rápida y fuerte que PTI y se caracteriza 
porque culmina en la generación de una respuesta de hipersensibilidad (HR) en el sitio de la 
infección, limitando así el crecimiento del patógeno y, por ende, el avance de la infección (De 
Wit, 1997).  
La respuesta de hipersensibilidad es una reacción local y se caracteriza por la aparición de 
lesiones necróticas en el sitio de infección. La restricción del movimiento y proliferación del 
patógeno ocurre por una serie de eventos moleculares, dentro de los que se incluye un estallido 
oxidativo generado por un rápido aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS), además de un 
aumento en la concentración de fitohormonas como ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), 
junto con la activación de la muerte celular programada (PCD) del tejido infectado (Greenberg y 
Yao, 2004). 
Posterior a esta respuesta local, las hojas infectadas producen una señal móvil que viaja a 
través de los tejidos de la planta, gatillando lo que se conoce como resistencia sistémica adquirida 
(SAR). Esta respuesta inmune inducida, ocurre a nivel sistémico y se caracteriza por el aumento 
de la resistencia de la enfermedad en órganos distales al sitio donde ocurrió la infección. Además, 
se ha descrito que confiere resistencia a largo plazo contra futuras infecciones por otros 
patógenos (Fu y Dong, 2013). 
Cabe mencionar, que este estado de inmunidad también se puede inducir mediante el 
tratamiento exógeno con SA. Esto fue observado al tratar plantas de Arabidopsis thaliana con 
SA, previo a la infección con un patógeno virulento y comparado con plantas que no fueron 
expuestas a dicho tratamiento. Como resultado, comprobaron que el tratamiento con SA exógeno 
previo a una infección bacteriana, otorga protección a la planta debido a que se encuentra 
inmunizada (Cao y cols. 1994). 
En resumen, para el establecimiento de SAR se requiere de la acumulación de SA tanto a 
nivel local como sistémico, lo cual induce la transcripción de genes marcadores de SAR, 
incluidos los genes relacionados a patogénesis (PR) donde destacan PR-1, PR-2 y PR-5 que 
codifican para proteínas antimicrobianas que serán secretadas al espacio intercelular (Thomma y 
cols., 2001; Grant y Lamb, 2006). Para que este proceso se lleve a cabo, es necesario que ocurra 
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una transducción de la señal producida por SA. El encargado de orquestar esta señalización es el 
coactivador NPR1 (No expresor de PR1) al unirse a factores de transcripción al interior del 
núcleo. Esto fue comprobado al utilizar plantas mutantes npr1 que fueron desafiadas con 
patógenos, dándose cuenta de que estas no lograban la expresión de genes PR y, por 
consiguiente, presentaron fenotipos de susceptibilidad ante infección por hongos y bacterias 
(Zhang y cols., 1999; Kinkema y cols., 2000) 
 
3. Rutas de biosíntesis del Ácido Salicílico (SA) en Arabidopsis thaliana.  
En el caso de Arabidopsis thaliana, se ha descrito que ante una infección por patógenos 
(hemi)biótrofos, se pueden activar dos vías de síntesis de esta fitohormona. Una de ellas es la 
correspondiente a la vía de los fenilpropanoides, que está regulada por la enzima Fenilalanina 
Amonio Liasa (PAL) y que está asociada principalmente al establecimiento de la respuesta de 
hipersensibilidad, así como también, en estrés abiótico como tolerancia al calor y frío, estrés 
osmótico y exposición a UV-B (Dempsey y cols., 2011). Por otro lado, está la vía del 
isocorismato, que se encuentra mediada por la enzima Isocorismato Sintasa (ICS) y que está 
asociada a la SAR (Wildermuth y cols., 2001; Grant y Lamb, 2006; Khan y cols., 2015). 
 Estas dos rutas de biosíntesis de SA, tanto PAL como ICS, actúan de manera 
independiente. En que, la primera se lleva a cabo en el citoplasma mientras que la segunda, es en 
el cloroplasto (Chen y cols., 2009; Dempsey y cols., 2011). 
 
4. Estrés de Retículo Endoplásmico (RE) y Respuesta a Proteínas Mal Plegadas (UPR).  
En respuesta a la acumulación de SA, además de la activación transcripcional de los genes 
PR, se encuentra otro grupo de genes que codifican para proteínas chaperonas, residentes de RE 
(Wang y cols., 2005). Ha sido ampliamente descrito que, las proteínas que transitan la vía 
secretora son en una primera instancia transportadas al RE donde son plegadas y ensambladas 
antes de continuar hacia el aparato de Golgi (Liu y Howell, 2010).  
Durante el establecimiento de SAR, ocurre un aumento considerable en transcripción, 
síntesis y secreción de proteínas PR (Ward y cols., 1991). Debido a que la actividad basal de 
plegamiento de proteínas no es suficiente para sobrellevar el incremento de la producción de 
proteínas, es necesario ampliar la eficiencia de este proceso. Una de las alternativas empleadas 
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por la célula corresponde al aumento de la producción de proteínas chaperonas que son residentes 
del RE, para así evitar la acumulación de proteínas mal plegadas en el interior del organelo 
(Martínez y Chrispeels, 2003). Este tipo de respuesta involucra una vía de transducción de 
señales desde el RE hacia el núcleo, que es conocida como respuesta a proteínas mal plegadas 
(Unfolded-Protein Response, UPR) (Shamu, 1997; Wang y cols., 2005).  
Al activarse UPR aumenta la maquinaria proteica de apoyo al plegamiento de proteínas en 
el RE (Liu y Howell, 2010). Mediante análisis transcriptómicos de plantas de A. thaliana, 
tratadas con DTT o tunicamicina (agentes químicos inductores de estrés de RE), se logró 
identificar genes que son regulados positiva y negativamente en respuesta a UPR (Urade, 2006). 
De estos análisis, se identificó un grupo de genes que posiblemente tienen un rol central en el 
establecimiento de UPR, dentro de los que se encuentra el gen que codifica para la proteína de 
unión en lumen (Binding Protein, BiP), SHEPHERD (SHD), proteínas disúlfuro isomerasa 
(Protein Disulfide Isomerases, PDI), co-chaperonas como calnexina (CNX) y calreticulina (CRT) 
(Martínez y Chrispeels, 2003).  
Es así como, las proteínas BiP son las chaperonas que se encuentran agrupadas al 
complejo translocon sec61 donde interactúan con las proteínas que ingresan a la ruta secretoria. 
Junto con ello, BiP cuenta con una co-chaperona, ERdj3b para asistir el plegamiento proteico al 
asociarse directamente con las proteínas mal plegadas nacientes y evita su aglomeración hasta 
que las proteínas BiP llegan a este complejo y cumplen su función (Guo y Snapp, 2013; Ma, 
2015). Cabe mencionar que también se encuentr SHD que participa en favorecer el correcto 
plegamiento de proteínas y estabilizarlas, previniendo el mal plegamiento y agregación de las 
proteínas que han sido plegadas de una manera parcial (Chen y cols., 2006). También se 
encuentran proteínas del tipo glicano que reconocen señales para entrar o salir del RE, que 
involucran un aparato de plegamiento proteico donde se encuentran CNX y CRT, en cuyo 
complejo se encuentran las proteínas encargadas de formar los puentes disúlfuro, PDI (Liu y 
Howell, 2010).  
 
5. Calreticulina y su rol en la respuesta de defensa.  
Dentro de las chaperonas de RE, se encuentra CRT, una proteína de unión a calcio 
altamente conservada en plantas y mamíferos (Jiang y cols., 2014). En Arabidopsis thaliana hay 
 22 
 
tres miembros de la familia para CRT que son clasificados en base a su homología de secuencia: 
CRT1/CRT2 (también descritos como CRTa/CRTb) y CRT3 (Persson y cols., 2003; Christensen 
y cols., 2008). Se ha descrito que esta familia de proteínas cumple la función de chaperona antes 
mencionada y posiblemente, en la homeostasis de calcio al interior del RE (Persson y cols., 
2001).  
Recientemente, Qui y cols. (2012a), sugirieron que CRT1 y CRT2 estarían involucradas 
de manera similar en la respuesta de defensa de las plantas. En este trabajo, desafiaron plantas 
silvestres y mutantes crt1, crt2 y crt3 junto con dobles mutantes crt1/crt2, con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000, cepa virulenta). Se observó una mayor 
resistencia al patógeno en las plantas mutantes crt1, crt2 y dobles mutante crt1/crt2, respecto a 
las plantas silvestres y una mayor susceptibilidad en las plantas mutantes crt3. Lo anterior sugiere 
que CRT1 y CRT2, tendrían una función redundante ante la respuesta de defensa y distinta a 
CRT3. La mayor susceptibilidad observada en las plantas mutantes crt3, se explica debido a que 
CRT3 está involucrado en el plegamiento de EFR, que como se mencionó anteriormente, es un 
receptor de membrana que reconoce a EF-Tu de las bacterias (Li y cols., 2009).  
Por otro lado, Qui y cols. (2012b) generaron plantas transgénicas que sobre-expresaban 
CRT2 y observaron una mayor susceptibilidad ante el ataque por patógeno. Los autores sugieren 
que la actividad chaperona de CRT2 sería la responsable de la mayor susceptibilidad de estas 
plantas transgénicas, pues estaría reteniendo proteínas necesarias para el establecimiento de la 
respuesta de defensa. Para comprobar que esta hipótesis era correcta, se mutó el residuo de 
His173 de CRT2 (el cual es esencial para su actividad de chaperona) y se sobre-expresó esta 
versión del gen en plantas silvestres. Esta nueva línea transgénica, presentó una mayor resistencia 
ante la infección por Pst DC3000 sugiriendo fuertemente que la hipótesis propuesta era correcta.  
Adicionalmente, en el mismo trabajo de Qui y cols. (2012b) se observó que las plantas 
que sobre-expresan CRT2 presentan un fenotipo enano y una sobreproducción de SA en 
comparación a una planta silvestre. Dado estas observaciones, los autores sugieren que CRT2 
estaría modulando la biosíntesis de SA y que esta sobreproducción sería responsable del fenotipo 
enano observado. Para determinar si existe una conexión entre estos fenotipos se cruzaron las 
líneas transgénicas que sobre-expresan CRT2 con plantas mutantes para los genes reguladores de 
la vía de biosíntesis de SA. Como resultado, estas plantas recuperaron el fenotipo de tamaño de 
las plantas silvestres junto con disminuir los niveles de SA, lo que permitió concluir que la sobre-
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expresión de CRT2 conlleva a un aumento en la producción de SA y la acumulación de este, a 
una disminución en el tamaño de las plantas. En esta misma línea de investigación, se observó 
que las plantas que sobre-expresaban la quimera entre CRT2 y el dominio C-terminal de CRT3 
presentaban niveles de SA libre y conjugado similares a los observados en plantas silvestres, pero 
eran susceptibles ante la infección por Pst. Por lo tanto, los autores sugieren una doble 
funcionalidad por parte de CRT2: primero que su dominio de unión a calcio regula la biosíntesis 
de SA y que su dominio chaperona antagoniza su propia función resultando en una supresión de 
la resistencia de la planta.  
Los antecedentes descritos anteriormente muestran que tanto CRT1 como CRT2 tendrían 
una función importante y redundante durante la respuesta de defensa basal de la planta ante una 
infección por Pst DC3000. Cabe mencionar que tanto la maquinaria como la señalización de la 
respuesta basal y sistémica, son similares. Es debido a esto, que aparece la interrogante respecto a 
la relación que existe entre la función de CRT1 y CRT2 y el establecimiento de SAR. 
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HIPÓTESIS 
 La función chaperona de CRT1 y CRT2 es necesaria para la respuesta de defensa a nivel 
sistémico contra bacterias patógenas en Arabidopsis thaliana. 
 
OBJETIVOS 
Objetivo General. 
Determinar el rol de CRT1 y CRT2 en la respuesta de defensa contra bacterias patógenas, a nivel 
sistémico en Arabidopsis thaliana. 
 
Objetivos Específicos. 
1.  Evaluar la participación de CRT1 y CRT2 en el establecimiento de la respuesta de 
defensa a nivel sistémico. 
 
2.  Determinar la participación de CRT1 y CRT2 en la regulación transcripcional de los 
genes involucrados en la biosíntesis de SA. 
 
3. Evaluar la participación de CRT1 y CRT2 en la secreción de la proteína PR1 en 
tratamiento inductor de SAR.  
 
 
4.  Determinar la participación de CRT1 y CRT2 en la regulación transcripcional de genes 
chaperonas de RE en tratamiento inductor de SAR. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Materiales. 
 
1.1. Material biológico. 
 
1.1.1. Material vegetal. 
En esta tesis se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana silvestres (wild type, WT), 
ecotipo Columbia (Col-0); Arabidopsis thaliana Col-0 mutantes en la proteína NPR1 (mutante 
npr1-1 donada por Xinnian Dong, Department of Biology, Duke University) (Cao y cols. 1994). 
Junto con plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 mutantes insercionales para las proteínas 
chaperonas de RE CRT1 (AT1G56340) y CRT2 (AT1G09210) obtenidas desde el Stock del 
ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center, The Ohio State University). Estas líneas 
insercionales tienen como nombre ABRC de SALK_142821 para crt1 (Qui y cols. 2012) y 
SALK_062083 para crt2.  
La línea doble mutante crt1/crt2 fue generada en el transcurso de la tesis a partir de la 
cruza de plantas homocigotas mutantes crt1 X crt2. 
 
1.1.2. Cepas bacterianas.  
En esta tesis se utilizó la cepa bacteriana Pseudomonas syringae DC3000 pv tomato (Pst 
DC3000, cepa virulenta) y Pseudomonas syringae DC3000 pv tomato AvrRPM1 (Pst DC3000 
AvrRPM1, cepa avirulenta), que forman parte del cepario del “Plant Pathology Group” del 
Centro de Biotecnología Vegetal de la Universidad Andrés Bello.  
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1.2. Medios de cultivo. 
  
1.2.1. Medios de cultivo para plantas. 
 
1.2.1.1. Medio de cultivo para crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis 
thaliana. 
 Para el crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana se utilizó un medio de 
crecimiento que se compuso de 2,21 g/L de medio basal Murashige-Skoog (MS ½) (Murashige y 
Skoog, 1962), suplementado con vitaminas, 1 % [p/v] de sacarosa y 0,4 % [p/v] de PhytagelTM. 
Para su preparación primero se disolvieron las sales del medio basal MS junto con la sacarosa. 
Luego se ajustó pH a 5,6-5,8 con una solución KOH 1 M, se agregó el PhytagelTM y se esterilizó 
en autoclave. 
 
1.2.1.2. Medio de cultivo para crecimiento en tierra de plantas de Arabidopsis 
thaliana. 
 Para el crecimiento en tierra de plantas de Arabidopsis thaliana, se utilizó el sustrato 
comercial Terracult® blue TC10, el que está compuesto de una mezcla de turbas de diferentes 
grados de descomposición más perlita. 
 
 1.2.2. Medios de cultivos para bacterias. 
Para crecer la cepa de Pseudomonas, el medio King B líquido y sólido, se suplementó con 
los antibióticos kanamicina 50 µg/mL y rifampicina 50 µg/mL.  
- Medio King B líquido: BactoTM peptona 20 g/L, glicerol 10 mL/L, K2HPO4 1,5 g/L, 
MgSO4X7H20 1,5 g/L y se llevó a 1 L con agua destilada. Se ajustó pH a 7,2 y luego se esterilizó 
en autoclave. 
 - Medio King B sólido: al medio King B líquido se le adicionaron 15 g/L de BactoTM agar 
y se esterilizó en autoclave. 
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1.3. Oligonucleótidos.  
Los oligonucleótidos fueron sintetizados en IDT® (Integrated DNA Technologies). En las 
Tablas 1, 2 y 3 se indican las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en esta tesis, 
ordenados de acuerdo al ensayo realizado. La Tabla 1 muestra los pares de oligonucleótidos 
utilizados para genotipificar las plantas simples mutantes crt1 y crt2 junto con las plantas dobles 
mutante crt1/crt2, además del óligo que alinea con la secuencia del Left Border LBb1.3 para las 
líneas SALK. En la Tabla 2 se pueden observar los pares de oligonucleótidos que amplifican la 
región codificante de los genes CRT1 y CRT2, utilizados para detectar el transcrito derivado de 
cada chaperona. Finalmente, la Tabla 3 muestra los pares de oligonucleótidos utilizados para 
analizar el nivel de abundancia relativa de genes de interés mediante qPCR y la temperatura a la 
que fueron estandarizados.  
 
Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la genotipificación de mutantes simples y dobles.  
Nombre Secuencia nucleotídica (5’ -> 3’) 
CRT1 F GCAACAAGGATAAGACCTTAGTCTT 
CRT1 R CAGTCCTCAGGCTTCTTAGCACTTG 
CRT2 F TTCTCATCGACAATGTTGAGAAACA 
CRT2 R CAGCAAATACGGAACACAGCAAG 
LBb1.3* ATTTTGCCGATTTCGGAAC 
*Oligonucleótido que alinea con la secuencia del Left Border del T-DNA para plantas mutantes 
insercionales de banco de mutantes de la línea SALK 
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para amplificar el CDS de CRT1 y CRT2 y gen de 
expresión constitutiva.  
Nombre Secuencia nucleotídica (5’ -> 3’) 
CDS CRT1 F ATGGCGAAACTAAACCCTAAAT 
CDS CRT1 R TCGTCATGGGCGGCATCGGTTT 
CDS CRT2 F ATGGCGAAAATGATTCCTAGCCT 
CDS CRT2 R ATCATGAGCGGTGGCGTCTT 
EF1α F TCACCCTTGGTGTCAAGCAGAT 
EF1α R CAGGGTTGTATCCGACCTTCTT 
 
Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para analizar el nivel de abundancia relativa de genes 
por qPCR.  
Nombre Secuencia nucleotídica (5’->3’) Tm (°C) 
β-tub4 F ACCTTATCCCATTCCCAAGG 55 
β-tub4 R CAGCGGATGCAGTCAAGTAA 55 
PR1 F GAAAACTTAGCCTGGGGTAG 55 
PR1 R CTTCTCGTTCACATAATTCCC 55 
BiP1/2 F TCACTTGGGAGGTGAGGACTTT 55 
BiP1/2 R CTCACATCCCCTTCGGAGCTTA 55 
PDIL1-2 F TGACTCCAAGGACTTCAATG 55 
PDIL1-2 R GCAGGGCTTTCAAAGAATTT 55 
SHD F AACCCGAAAGCAAAGACTGAGAG 58 
SHD R TGCATTCGCGTGTAACTTTCTTCC 58 
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ERdj3b F TCCAACAGATGACAGAGCAGGTC 58 
ERdj3b R TGTCACAAAGTATCCCTCCCGTTC 58 
CNX1 F AGAATGAGACAACGGCAACTAT 55 
CNX1 R CTGAGGACGGAGGTACTT 55 
EDS1 F GGCTGTGAGGAGTAGAAAACAG 55 
EDS1 R TCCATTTTTCTCTCCCAAGTGC 55 
ICS1 F GGAACAGTGTCATCTGATCGTAAT 55 
ICS1 R CATTAAACTCAACCTGAGGGACTG 55 
SDF2 F GTCTCGCTATCTTCCTTTACC 55 
SDF2 R GACTGATTGCTGACCACTG 55 
CRT1 F TGTGAAGCTCCGATCTGAGT 55 
CRT1 R AACTTCAGCAGAGACGATCACC 55 
CRT2 F GATTCCTAGCCTCGTCTC 55 
CRT2 R TCATCCTTCTTCCACTCAG 55 
 
1.4. Enzimas, kits y reactivos comerciales.  
-DNAsa I, libre de RNAsa. Utilizada para tratar el RNA total previo a la síntesis de cDNA, 
obtenida de Thermo Scientific, Waltham, MA USA. 
-Fast Evagreen® qPCR Master Mix. Utilizado como fluoróforo para la reacción de qPCR, 
obtenido de Biotium.  
-RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit. Para la obtención de cDNA a partir de RNA total, 
obtenido de Thermo Scientific, Waltham, MA USA. 
-SapphireAmp Fast PCR Master Mix. Utilizada en PCR para genotipificación de plantas simples 
y dobles mutantes, obtenida de Clontech Laboratories, California, USA. 
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-TRIzol® Reagent. Para la extracción de RNA total, obtenido de Life Technologies, 
Gaithersburg, USA. 
- BoltTM 4-12% Bis-Tris Plus 10w, MES SDS Tampón de Corrida (20x), Tampón de 
Transferencia (20x). Utilizado para la separación de proteínas mediante electroforesis y su 
posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa, obtenido de Life Technologies, 
Gaithersburg, USA.  
- WesternSureTM ECL Stable Peroxide Solution, WesternSureTM ECL Luminol Enhancer 
Solution y WesternSureTM Pen. Para la detección mediante quimioluminiscencia del anticuerpo 
secundario, obtenido de LI-COR ®. 
 
1.5. Reactivos generales. 
De Winkler se obtuvo agua libre de nucleasas, BactoTM peptona, BactoTM agar, K2HPO4, 
MgSO4x 7H2O, Ch4O, Tris, EDTA, NaCl, SDS, Tampón TAE 50X, β mercaptoetanol y Tween 
20. De PhytoTechnology Laboratories® se obtuvo el medio MS con vitaminas. De Merck se 
obtuvo cloroformo, ácido acético, isopropanol, etanol absoluto, PMSF, CaCl2 y MgCl2. De Sigma 
se obtuvo Ácido Salicílico, DEPC, azul de bromo fenol, anticuerpo secundario anti-Rabbit HRP y 
PhytagelTM. De Thermo Scientific se obtuvo el marcador de peso molecular O’Gene Ruler DNA 
Express y anticuerpo primario anti-PR1 (QDSPQDYLRVHNQARC; a una concentración de 0,52 
mg/mL). De Biotium se obtuvo el GelRedTM para la visualización de fragmentos de DNA en 
geles de agarosa. De Invitrogen, se obtuvo kanamicina, rifampicina, el marcador de peso 
molecular para proteínas y antixoidante para la transferencia de proteínas junto con rojo Ponceau 
para la tinción de proteínas en membrana de nitrocelulosa. De Life Science se obtuvo sacarosa.  
 
1.6. Programas computacionales.  
Para el procesamiento de imágenes y figuras, se utilizó Adobe Illustrator CC 2014. Para el 
análisis y procesamiento de los datos de PCR en tiempo real, se utilizó el programa Eco Study 
v5.0, de Illumina y Microsoft Excel 2013. Para la generación de gráficos y análisis estadísticos 
(prueba de Bonferroni’s) se utilizó el programa GraphPad Prism 5.0. Finalmente, para el registro 
y digitalización para el revelado de membrana mediante quimioluminiscencia para Western Blot 
se utilizó el programa Image Studio Digits Ver. 4.0. 
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1.7. Direcciones de internet. 
TAIR, The Arabidopsis thaliana information Resource; http://www.arabidopsis.org/ 
Pubmed; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
Sequence Massager; http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm  
 
2. Métodos. 
 
2.1. Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana.  
 
2.1.1. Crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana.  
En una campana de flujo laminar se esterilizó la superficie de las semillas de Arabidopsis 
thaliana, lavando aproximadamente 50 a 100 semillas en 1 mL de una solución de hipoclorito de 
sodio al 50% [v/v] durante 7 minutos, con agitación constante en vórtex. Las semillas se dejaron 
decantar y se reemplazó la solución de hipoclorito de sodio por agua destilada estéril, se lavó con 
agitación constante en vórtex por 3 minutos. El lavado se repitió 3 veces para eliminar todo el 
remanente de cloro. Una vez esterilizadas y lavadas, las semillas se estratificaron a 4 ºC en 
oscuridad por 48 horas en 500 μL de agua destilada estéril restante del último lavado.  
Posteriormente se sembraron las semillas en placas de Petri con medio MS sólido 
(PhytagelTM) utilizando una micro pipeta. Las placas sembradas se mantuvieron en una cámara de 
crecimiento controlada a una temperatura entre 21-22 ºC y fotoperíodo de día largo (16 horas de 
luz y 8 horas de oscuridad) durante el tiempo necesario para cada ensayo.  
Las plantas germinadas y crecidas en estas condiciones fueron utilizadas para distintos 
experimentos y tratamientos descritos en esta tesis (extracción de DNA para genotipificación y 
tratamientos con SA para extracción de RNA y proteínas). 
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2.1.2. Crecimiento en tierra de plantas de Arabidopsis thaliana.  
 Una vez esterilizadas las semillas como fue descrito en la sección 2.1.1 de Métodos, 
éstas se depositaron sobre el sustrato Terracult® previamente humedecido. Las semillas se 
dejaron germinar y crecer a una temperatura de 21-22 °C bajo ciclos de fotoperíodo de día largo 
y eran regadas tres veces por semana.  
Las plantas germinadas y crecidas en estas condiciones fueron utilizadas para realizar 
experimentos de infección con patógenos mediante infiltración. 
 
2.2. Biología molecular.  
 
2.2.1. Extracción de DNA genómico para reacciones de PCR.  
Se tomó un trozo pequeño de hoja (3 mm2) y se colocó en un tubo de micro centrífuga de 
1,5 mL que contenía 100 μL de solución de extracción TNE/SDS (Tris-HCl 200 mM, pH 8,0; 
NaCl 250 mM, EDTA 20 mM y SDS 0,5% [p/v]). Se homogeneizó con un pistilo plástico hasta 
generar una mezcla uniforme.  
El homogeneizado se centrifugó a 13.300 rpm durante 6 minutos a temperatura ambiente 
en una centrífuga Heraeus Pico 17 de Thermo Scientific y luego se rescató el sobrenadante. Para 
precipitar el DNA se agregó al sobrenadante 100 μL de isopropanol absoluto, se mezcló por 
vórtex y se centrifugó nuevamente a 13.300 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, 
eliminando el sobrenadante. Para lavar el DNA, se resuspendió el sedimento con 100 μL de 
etanol 70% [v/v], se mezcló por vórtex 5 segundos y se centrifugó a 13.300 rpm durante 2 
minutos a temperatura ambiente, eliminando el sobrenadante. El sedimento se dejó secar a 
temperatura ambiente, colocando el tubo invertido sobre un papel absorbente. El sedimento de 
DNA seco fue resuspendido en 30 μL de agua libre de nucleasas, se resuspendió por vórtex 
durante 30 segundos y se almacenó a -20 ºC hasta su utilización.  
Las muestras de DNA genómico obtenido a partir de este protocolo fueron utilizadas para 
la genotipificación de las plantas simples y dobles mutantes utilizadas en esta tesis.  
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2.2.2. Extracción de RNA total.  
Las extracciones de RNA total de Arabidopsis thaliana se realizaron utilizando la 
solución de extracción comercial TRIzol®, según indicaciones del fabricante. Brevemente, 
usando un mortero frío, se pulverizaron 100 mg de tejido con N2 líquido (evitando su 
descongelación). Una vez pulverizado completamente el contenido del mortero, este se transfirió 
a un tubo de micro centrífuga de 1,5 mL que contenía 1 mL de la solución de TRIzol®, se incubó 
a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego se agregaron 200 μL de cloroformo, se mezcló 
vigorosamente en vórtex por 15 segundos y se incubó por 3 minutos a temperatura ambiente, 
seguido por una centrifugación a 11.500 rpm durante 15 minutos a 4 ºC en una centrífuga 
refrigerada Heraeus Megafuga 16R de Thermo Scientific. La fase acuosa se transfirió a un tubo 
de micro centrífuga de 1,5 mL que contenía 500 μL de isopropanol absoluto y se homogenizó por 
inmersión, se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugó nuevamente a 11.500 
rpm durante 15 minutos a 4 ºC, eliminando el sobrenadante. El sedimento de RNA se lavó con 1 
mL de etanol 70% [v/v] preparado con agua tratada con DEPC, se mezcló por vórtex durante 15 
segundos y se centrifugó a 9.000 rpm por 8 minutos, eliminando posteriormente el sobrenadante. 
El sedimento de RNA se secó a temperatura ambiente aproximadamente por 50 minutos, 
colocando el tubo invertido sobre papel absorbente. Una vez seco el RNA se resuspendió en 30 
μL de agua libre de nucleasas y se almacenó a -80 ºC hasta su utilización.  
Una vez extraído el RNA total, se observó su integridad mediante un gel de agarosa 1,5%. 
Para estimar la pureza y concentración de la muestra de RNA, se midió la razón OD260/OD280 que 
se determina mediante espectrofotometría utilizando el equipo Epoch de BioTeK. El RNA 
extraído y cuantificado de esta manera fue utilizado para la síntesis de DNA complementario, que 
fue utilizado para RT-PCR y qPCR. 
 
2.2.3. Síntesis de DNA complementario. 
Para la síntesis de DNA complementario (cDNA) se trataron 1 μg de RNA total con 1 
U/μg de DNasa I libre de RNasa y 1 μL de 10X Tampón de Reacción con MgCl2 y se incubó en 
un termociclador ProFlex PCR Sistems de Life Technologies a 37 °C durante 30 minutos, en un 
volumen final de 10 μL. Para terminar la reacción se adicionó 1 μL de EDTA 50 mM, seguido 
por una incubación a 65 °C durante 10 minutos en termociclador. Para comprobar la ausencia de 
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DNA se realizó un PCR de prueba con oligonucleótidos que amplificaron un fragmento del gen 
EF1-α (factor de elongación 1-α) utilizando la enzima SapphireAmp Fast PCR Master Mix de 
Clontech y se resolvieron las muestras en un gel de agarosa al 1% [p/v] en tampón TAE 1X. 
La reacción de transcripción reversa se realizó utilizando el oligonucleótido Oligo(dT)18 
y 1 μg de RNA tratado con DNasa I, utilizando el sistema First Strand cDNA Synthesis Kit de 
Thermo Scientific, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El RNA previamente tratado con 
DNAsa I se combinó con el oligonucleótido Oligo(dT)18 y se incubó a 65 °C durante cinco 
minutos. Luego, los tubos fueron traspasados a hielo y se les adicionaron 8 μL de una mezcla de 
reacción compuesta por 4 μL de 5X Tampón de reacción, 1 μL de Inhibidor RiboLock RNAse (2 
U/μL), 2 μL de dNPT mix 10 mM y 1 μL de Revert Aid (20 U/μL), para cada muestra. Este mix 
se incubó durante 2 horas a 42 °C, seguido de una incubación a 70 °C por 5 minutos. 
Con el objetivo de comprobar que la síntesis de cDNA fue efectiva, se realizó un PCR de 
prueba con oligonucleótidos que amplificaron un fragmento del gen EF1-α utilizando la enzima 
SapphireAmp Fast PCR Master Mix de Clontech y se procedió a resolver las muestras en un gel 
de agarosa al 1% [p/v] en tampón TAE 1X. Si se observaron amplificaciones para las muestras de 
cDNA, este se almacenaba a -20 °C hasta su uso. 
 
2.2.4. Amplificación de fragmentos de DNA por la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). 
Para la amplificación de fragmentos de DNA se utilizó la enzima SapphireAmp Fast PCR 
Master Mix de Clontech en un volumen final de 10 μL según las especificaciones del fabricante. 
Los programas de PCR consistieron de una desnaturalización inicial de 1 minuto a 94 °C, seguido 
por 30 ciclos de 3 etapas. Primero una desnaturalización a 98 °C por 5 segundos, seguido de una 
etapa de hibridación de 5 segundos a una temperatura entre 53-55 °C (dependiendo de los 
oligonucleótidos a utilizar) y luego una etapa de extensión a 72 °C por 10 segundos por kilobase 
de tamaño a amplificar. Posteriormente se realizó una etapa de extensión final a 72 °C durante 10 
minutos. Todo esto realizado en termociclador ProFlex PCR Sistems de Life Technologies. El 
producto de PCR se mantuvo a 4 °C hasta su utilización. 
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2.2.5. Amplificación de fragmentos de DNA por PCR en tiempo real (qPCR). 
Para la realización de PCR en tiempo real (qPCR), se utilizó el sistema Fast Evagreen® 
qPCR Master Mix (Biotium), en las condiciones recomendadas por el fabricante. Cada reacción 
se preparó en un volumen final de 10 μL (5 μL de Fast Evagreen® qPCR Master Mix, 0.25 μL o 
0.4 μL de óligo, según su óptima concentración (ver Tabla 4), a una concentración de 10 μM y 
agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de 9 μL). Los 9 μL de mezcla de reacción 
se agregaron a cada pocillo de la placa del equipo Eco Real-Time PCR System de Illumina, más 
1 μL de cDNA molde, esto por triplicado técnico. Finalmente, la placa fue cubierta por una 
película adhesiva que permite el paso de luz hacia el detector del equipo Eco Real-Time PCR 
System de Illumina. 
El programa de PCR consistió de una desnaturalización inicial del DNA a 95 °C durante 
10 minutos, seguido por 40 ciclos, los cuales se compusieron de 3 etapas. Primero una 
desnaturalización a 95 °C por 10 segundos, seguido de una etapa de hibridación por 15 segundos 
a una temperatura entre 55-58 °C (dependiendo de la pareja de oligonucleótidos a utilizar, Tabla 
3), en el cual se realizó la lectura del componente quimioluminiscente de la mezcla y finalmente 
una extensión a 72 °C por 15 segundos. Concluidos los ciclos se generó una curva de 
desnaturalización que constó de una incubación inicial a 95 ºC por 15 segundos, seguido de una 
incubación a 55 ºC por 15 segundos y por último una incubación a 95 ºC por 15 segundos. Entre 
las últimas dos incubaciones se generó una nueva lectura del componente quimioluminiscente. 
Los datos obtenidos desde el equipo fueron analizados utilizando el programa Eco Study 
v5.0 de Illumina. Además, se utilizó el programa Microsoft Excel para análisis de ellos con la 
ecuación de Pfaffl (2001), para determinar el nivel de abundancia relativa de los transcritos 
analizados con respecto al normalizador. Se llevó a cabo con 3 réplicas técnicas correspondientes 
a cada temporalidad analizada. Finalmente, los datos obtenidos fueron graficados utilizando el 
programa GraphPad Prism 5.0 y los análisis estadísticos en este mismo programa. 
Todos los ensayos de qPCR mostrados en esta tesis fueron realizados de la manera 
previamente descrita. Las parejas de oligonucleótidos utilizados, se encontraban previamente 
estandarizados en el laboratorio. En la Tabla 4 se encuentran las condiciones óptimas de 
funcionamiento y su eficiencia de amplificación.  
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Tabla 4. Condiciones óptimas de los oligonucleótidos para su funcionamiento y su eficiencia 
para qPCR. 
Nombre Número AGI Concentración (nM) Eficiencia (%) 
BiP 1/2 AT5G42020/AT5G28540 250 101,9 
CNX1 AT5G61790 400 96,9 
CRT1 AT1G56340 300 95,6 
CRT2 AT1G09210 250 97,2 
ERdj3b AT3G62600 250 81,1 
EDS1 AT3G48090 250 97,5 
ICS1 AT1G74710 400 97,6 
PDIL 1-2 AT1G77510 250 91,3 
PR1 AT2G14610 250 94,2 
SDF2 AT2G25110 400 95,8 
SHD AT4G24190 250 92,5 
Β-Tub4 AT5G44340 250 93,4 
 
2.2.6. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.  
 Los fragmentos de DNA amplificados por las reacciones de PCR se resolvieron en geles 
de agarosa horizontales de 1 % [p/v] en tampón TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM a 
pH 8,0), suplementado con GelRedTM a la concentración recomendada por el fabricante. La 
electroforesis se realizó a un voltaje constante de 90 V (50 mA) durante 50 minutos, utilizando 
como indicador de tamaño molecular el marcador de peso molecular para DNA de O’Gene Ruler 
DNA Express, de Thermo Scientific. Los fragmentos de DNA se visualizaron en un 
transiluminador UV y se fotografiaron utilizando una cámara Olympus NOC-5060 wide zoom.  
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2.2.8. Extracción de fluido intercelular (IWF) y proteínas totales. 
 La extracción de proteínas intercelulares (Intercelular Wash Fluid, IWF) en Arabidopsis 
thaliana se llevó a cabo utilizando 0,2 g de tejido vegetal por genotipo. Se infiltró al vacío el 
tampón de extracción de proteínas (100 mM Tris-HCl pH 7,8, 500 mM sacarosa, 10 mM MgCl2, 
10 mM CaCl2, 1 mM PMSF, 1 mM β-mercaptoetanol) a 20 kPa durante 30 minutos. Las plantas 
se pasaron a través una jeringa de 5 mL acoplado en un tubo falcón de 50 mL el cual fue 
centrifugado a 4.500 g durante 5 minutos a 4 °C para obtener el fluido intercelular. Este fluido 
intracelular se resuspendió en tampón de carga de proteínas 2X (250 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% 
SDS, 25% glicerol, 0,1% azul de bromo fenol, 1:10 β mercaptoetanol) y se denaturaron las 
proteínas a 65 °C durante 15 minutos en calentador de bloque (Fermelo). Finalmente, las 
proteínas se enfriaron en hielo y se almacenaron a -80 °C hasta su utilización. 
 Para la extracción de proteínas totales, se utilizó otro grupo de plantas de 0,2 g que se 
colocó en un tubo de micro centrífuga de 1,5 mL. El tejido fue homogenizado en 500 µL de 
tampón de carga de proteínas 2X con un pistilo de plástico. Las proteínas se denaturaron a 65 °C 
durante 15 minutos en calentador de bloque y se enfriaron en hielo para finalmente ser 
almacenadas a -80 °C hasta su utilización. 
Las muestras de proteínas que se obtuvieron a partir de este protocolo fueron utilizadas 
para la identificación de proteínas mediante la realización de Western Blot. 
 
2.2.9. Identificación de proteínas mediante quimioluminiscencia. 
 Los extractos proteicos se resolvieron en geles pre hecho de poliacrilamida Bolt 4-12% 
Bis-Tris Plus. Para este propósito se utilizó un sistema de resolución de geles de BoltTM Mini Gel 
Tank por Novex® life technologiesTM según indicaciones del fabricante. En una primera 
instancia, los extractos proteicos totales se centrifugaron a 13.000 rpm durante 2 minutos para 
que, al tomar muestras, el tejido no afecte. El sistema de electroforesis de proteínas viene 
provisto de dos cámaras, en que cada cámara requiere de 400 mL de tampón 1X MES tampón de 
corrida el cual fue preparado disolviendo 50 mL de tampón de corrida 20X en 950 mL de agua 
des ionizada (miliQ®). Al gel se le extrajo la peineta de cubría los pocillos y se sumergió en el 
tampón. La electroforesis se realizó a 165 V por 50 minutos.  
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 Una vez acabada la electroforesis, se removió el gel con las muestras de proteínas y se 
lavó la cámara con agua destilada. Esta misma se rellenó con tampón de transferencia 1X el cual 
fue preparado con 50 mL de tampón de transferencia 20X, 1 mL de antioxidante, 100 mL de 
metanol y se llevó a 1 L de volumen final con agua des ionizada. En esta ocasión se utilizó 
BoltTM Mini Blot Module. Tanto las esponjas, como la membrana de nitrocelulosa de 0,45 µm de 
Thermo Scientific y el papel filtro (2 láminas), fueron humedecidos en tampón de transferencia 
para la preparación de sándwich de transferencia (electrodo negativo, esponja, papel filtro, gel, 
membrana, papel filtro, esponja, electrodo positivo) la que se realizó a 10 V por 1 hora. 
 Concluida la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, se prosiguió con el bloqueo de 
esta con leche al 5% disuelta en buffer TBS-T (9 g NaCl, 100 mL Tris HCl 1 mM pH7,5 - 7,8, 1 
mL de Tween 20 y se llevó a 1 L con agua desionizada). Se dejó incubando durante 18 hora a 4 
°C. 
 Posteriormente, se incubó con el anticuerpo primario anti- PR1 rabbit (1:1000) diluido en 
leche al 2,5 % en agitación. Concluida esta incubación, la membrana se lavó con TBS-T con 
agitación durante 10 minutos, y el lavado se repitió dos veces durante 5 minutos cada uno. EL 
anticuerpo secundario anti-rabbit HRP se diluyó en leche al 2,5 % (1:10.000) y se dejó 
incubando por 1 hora a temperatura ambiente en agitación. Finalmente, se repitieron los lavados a 
la membrana con TBS-T durante 10 minutos y 2 lavados de 5 minutos cada uno. 
 Para el revelado, la membrana fue incubada con una solución estable de peroxidasa con 1 
mL durante 5 minutos. Este paso se repitió con una solución de luminol (ambos de 
WesternSureTM ECL). Una vez listas estas incubaciones, se procedió a revelar directamente la 
membrana mediante el uso de un escáner que es capaz de registrar y digitalizar la señal del 
anticuerpo secundario, que en este caso es de quimioluminiscencia. Este escáner de C-Digit de 
Li-COR ® viene con el programa Image Studio. Para la visualización del marcador de peso 
molecular se utilizó WesternSureTM. 
 Como control de carga se utilizó la tinción mediante rojo Ponceau. La membrana ya 
revelada fue lavada con el tampón TBS-T durante 10 minutos y otros 2 lavados de 5 minutos 
cada uno. Sobre la membrana se vertió 1 mL de la solución de rojo Ponceau y se dejó incubar por 
1 minuto. El exceso de tinción de la membrana se removió con agua destilada. 
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2.3. Tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana.  
 
2.3.1. Tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana para analizar la cinética de 
genes en respuesta a SA.  
Para analizar la cinética de genes en respuesta al tratamiento con SA, se trataron plantas 
de Arabidopsis thaliana (silvestres y mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2) de 15 días de edad crecidas 
in vitro en medio MS ½ con PhytagelTM.  
Las plantas fueron puestas a flotar en una placa Petri con medio MS ½ líquido, 
suplementado con SA 0,5 mM durante períodos de tiempo variables: 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas 
para conocer la cinética de inducción de los genes marcadores de la ruta de biosíntesis de SA y de 
chaperonas de RE.  
Una vez cumplido cada tiempo de tratamiento, las plantas se pusieron suavemente sobre 
un papel absorbente para eliminar el exceso de líquido y se congelaron 100 mg de tejido (5-6 
plátulas) en N2 líquido e inmediatamente fueron almacenados a -80 °C para su posterior 
extracción de RNA total, síntesis de cDNA y utilización para ensayos de qPCR. 
 
2.3.2. Tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana para analizar la síntesis y 
secreción de la proteína PR1. 
Para analizar la síntesis y secreción de la proteína PR1, se trataron plantas de Arabidopsis 
thaliana (silvestres y mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2) de 15 días de edad crecidas in vitro en 
medio MS ½ con PhytagelTM.  
Este proceso es muy similar al anteriormente descrito, en que las plantas (20-25 plátulas, 
lo que es equivalente a 2,5 g) fueron puestas a flotar en una placa Petri con medio MS ½ líquido, 
suplementado con SA 0,5 mM durante un periodo de 18 horas. 
Al concluir este periodo, las plantas fueron procesadas inmediatamente. Esto es debido 
que al congelarlas se produce ruptura de pared por lo que el extracto proteico perteneciente al 
espacio intercelular (apoplasto) se vería contaminado con proteínas del espacio intracelular 
(interior de las células). 
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        2.3.3. Tratamiento inductor de SAR en plantas de Arabidopsis                                                                                                                                                                                                                                                                                           
thaliana para análisis fenotípico.  
 El tratamiento con SA se llevó a cabo en plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en 
tierra de cuatro semanas de edad. El tratamiento se realizó en plantas silvestres y mutantes npr1-
1, crt1, crt2 y crt1/crt2 mediante la infiltración con una solución de SA 0,1 mM por la cara 
abaxial (inferior) de la planta mediante la utilización de una jeringa (sin aguja) de 1 mL. Este 
tratamiento se realizó en una hoja inferior por cada planta a tratar. Las plantas que se utilizaron 
como control fueron infiltradas con agua. Este tratamiento se dejó incubar durante 16 horas. 
 
2.3.4. Infección de plantas de Arabidopsis thaliana con bacterias bajo tratamiento 
inductor de SAR. 
  
2.3.4.1. Crecimiento de bacterias para la infección.  
Las bacterias utilizadas en esta tesis para la inoculación de Arabidopsis thaliana fue 
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000, bacteria virulenta) y Pseudomonas 
syringae DC3000 pv tomato AvrRPM1 (Pst DC3000 AvrRPM1, cepa avirulenta). Estas bacterias 
se cultivaron a una OD600= 0,6-1 en medio líquido King B suplementado con rifampicina 50 
µg/mL y kanamicina 50 µg/mL a 28˚C en agitación durante 24 horas. Posteriormente las 
bacterias se colectaron por centrifugación a 4.000 rpm durante 5 minutos, se eliminó el 
sobrenadante y fueron resuspendidas en 1 mL de MgCl2 10 mM. Este paso se repitió dos veces. 
La concentración de bacterias fue ajustada a una OD600= 0,001 (5x10
6 CFU/mL).  
 
2.3.4.2. Infección de hojas de Arabidopsis thaliana con bacterias virulentas 
mediante infiltración.  
Para caracterizar fenotípicamente la respuesta de plantas de Arabidopsis thaliana en 
respuesta a la infección por Pst DC3000, mediante el análisis de crecimiento bacteriano por disco 
de hoja infectada, se infectaron plantas silvestres y mutantes npr1-1, crt1, crt2 y crt1/crt2 de 
cuatro semanas de edad crecidas en tierra que fueron previamente tratadas con SA (8 plantas 
correspondientes a cada genotipo utilizado para tratamiento y 8 plantas para los controles) (2.3.3 
de métodos). 
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Las infecciones se realizaron en hojas de Arabidopsis thaliana de los genotipos antes 
mencionados, las que fueron infiltradas por la cara abaxial (inferior) con una solución de 
bacterias (5x106 CFU/mL) utilizando una jeringa (sin aguja) de 1 mL en las hojas que no fueron 
previamente tratadas con SA. 
Se tomó muestra inmediatamente luego de la infiltración (tiempo 0), por lo que se 
cortaron hojas recién infectadas y a partir de estas se cortaron 12 discos de hoja por genotipo, en 
que se obtuvieron 2 discos de hoja por cada planta independiente, por lo que para cada punto se 
utilizaron en total 6. Una vez cortados los discos de hoja, se procedió a homogeneizar el tejido en 
200 μL de MgCl2 10 mM utilizando un pistilo plástico. De esa solución stock, se traspasaron 20 
μL a un tubo con 180 μL de MgCl2 10 mM (dilución 1:10) de la misma manera se hizo hasta la 
dilución 1:1000. El día 0 post infección, se dejaron crecer 20 μL de la solución stock y de la 
dilución 1:10 (de cada disco de hoja) en medio King B sólido suplementado con rifampicina 50 
µg/mL y kanamicina 50 µg/mL a 28˚C durante 48 horas. Esto se realizó para los 12 discos de 
hojas obtenidos al inicio del experimento por cada genotipo. Una vez transcurridas las 48 horas, 
se procedió a contar las CFU en cada placa, para finalmente conocer las CFU presentes por cada 
disco de hoja infectada.  
De la misma manera se tomó muestra a tres días post infección y se replicó lo 
previamente descrito, con la excepción de que al día tres post infección, fueron plaqueadas las 
diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000. 
 
2.3.4.3. Infección de hojas de Arabidopsis thaliana con bacterias avirulentas 
mediante infiltración.  
 Para analizar la expresión de genes de plantas de Arabidopsis thaliana en respuesta a la 
infección por una bacteria avirulenta Pst DC3000 AvrRPM1, por medio del análisis de una 
cinética de expresión de genes mediante qPCR, se infectaron plantas silvestres y mutantes crt1, 
crt2 y crt1/crt2 de cuatro semanas de edad crecidas en tierra (8 plantas por cada genotipo 
utilizado).  
 Las infecciones se realizaron en hojas de Arabidopsis thaliana de los genotipos antes 
mencionados, las que fueron infiltradas por la cara abaxial (inferiror) con una solución de 
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bacterias (5X106 CFU/mL) utilizando una jeringa (sin aguja) de 1 mL. Las plantas que se 
utilizaron como control se les infiltró MgCl2. 
 Se analizó la cinética de 0, 2 y 8 horas post infección en que se tomaron 3-4 hojas locales 
(hojas infectdas) de plnatas independientes por genotipo y se congelaron en nitrógeno líquido y 
se almacenaron a -80°C para su posterior extracción de RNA y subsecuente síntesis de cDNA. 
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RESULTADOS 
1. Evaluar la participación de CRT1 y CRT2 en el establecimiento de la respuesta de 
defensa a nivel sistémico. 
 
1.1 Identificación de plantas mutantes insercionales para las chaperonas de RE CRT1 y 
CRT2.  
Para estudiar la función de las chaperonas de RE, CRT1 y CRT2, en la regulación de la 
respuesta de defensa a nivel sistémico, se solicitaron al banco de semillas del ABRC, líneas 
mutantes (Materiales y métodos, sección 1.1.1). Una vez llegadas las semillas desde el banco de 
mutantes, estas fueron sembradas en medio MS½. Posteriormente las plantas fueron 
genotipificadas mediante una reacción de PCR, con la idea de identificar plantas homocigotas 
mutantes para cada chaperona. Se utilizaron oligonucleótidos que alinearon con el Left Border 
del T-DNA y la secuencia silvestre de cada chaperona (Materiales y métodos, Tabla 1; Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 44 
 
A. 
                
 
 
 
 
 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Identificación de plantas homocigotas mutantes para las chaperonas de RE, 
CRT1 y CRT2. A. Modelo génico de CRT1 y CRT2, se indica el tamaño del gen (pb), las 
regiones 5’UTR y 3’UTR, codones de inicio y término, además de exones e intrones. También se 
indica el sitio de inserción del T-DNA en cada gen y los óligos utilizados para genotipificar estas 
plantas (alelo silvestre, flechas rojas, alelo mutante, flecha celeste). B. Genotipificación de 
plantas silvestres y mutantes para las dos chaperonas CRT. Se extrajo DNA genómico de plantas 
de Arabidopsis thaliana silvestres (WT) y de las líneas mutantes insercionales crt1 y crt2. Un μl 
de gDNA fue utilizado para realizar la reacción de PCR, utilizando oligonucleótidos específicos 
para el alelo silvestre (Mix WT) y para el alelo mutante (Mix Mut). Los amplicones obtenidos 
son cargados en un gel de agarosa al 1%, se realiza una electroforesis y las bandas de DNA son 
visualizadas mediante tinción con GelRed®. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular 
de O’Gene Ruler DNA Express. WT corresponde al gDNA de plantas silvestres; crt1 y crt2 
corresponde al gDNA de las plantas mutantes insercionales respectivas. C. A partir de RNA total 
de plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y de las líneas mutantes insercionales crt1 y crt2, se 
sintetizó cDNA y se realizó una reacción de RT-PCR semi-cuantitativo a 30 ciclos de 
amplificación. Se utilizaron óligos que amplificaran el CDS de los genes CRT1 y CRT2. EF1α 
fue utilizado como gen normalizador de la expresión. 
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El tamaño esperado del amplicón para el alelo silvestre de CRT1 tiene un tamaño de 479 
pb, mientras que el par de óligos que amplifica el alelo mutante de este gen (donde se encuentra 
la inserción de T-DNA), presenta un tamaño de 550 pb. Por su parte, el tamaño esperado para el 
alelo silvestre de CRT2 es de 435 pb, mientras que, para el alelo mutante, es de 480 pb (Figura 
1A). Como se observa en la Figura 1B, para las plantas crt1 y crt2 sólo se obtiene un amplicón 
del tamaño esperado, con la combinación de óligos que amplifican el alelo mutante. La 
amplificación sobre DNA genómico WT se utiliza como control de amplificación del Mix WT, 
en cada caso. Es así que se logró identificar y aislar plantas homocigotas mutantes para las 
chaperonas de interés.  
Luego, para determinar si las plantas identificadas como homocigotas mutantes para las 
chaperonas CRT1 y CRT2, carecen de la presencia de los transcritos derivados de cada gen en 
estudio, se realizó un RT-PCR semi-cuantitativo a 30 ciclos. Como gen normalizador se utilizó 
EF-1α (Figura 1C). Se diseñaron oligonucleótidos que amplificaron la secuencia codificante 
completa (CDS) de cada una de las chaperonas CRT en estudio (Materiales y métodos, Tabla 2). 
Como se observa en la Figura 1C, en los paneles superiores se observa la amplificación de los 
transcritos derivados de crt1 y crt2, sólo en el cDNA proveniente de las plantas silvestres (WT), 
contrario a lo que se observa para cada genotipo mutante (crt1 y crt2). Tanto como el genotipo 
silvestre y ambos mutantes, se presentó una amplificación homogénea de los transcritos 
derivados de genes de expresión constitutiva (paneles inferiores). Estos resultados nos permiten 
concluir que las plantas mutantes insercionales identificadas, al ser homocigotas para la inserción 
de la secuencia de T-DNA, generan la ausencia total de los transcritos derivados de los genes 
CRT en estudio. 
 
1.2. Generación e identificación de plantas dobles mutantes homocigotas crt1/crt2.  
Con el fin de analizar si hay una función redundante por parte de las chaperonas CRT1 y 
CRT2, se generaron plantas dobles mutantes crt1/crt2 (Materiales y métodos, sección 1.1.1), 
mediante la cruza de las plantas simples mutantes. Las líneas homocigotas dobles mutantes 
fueron confirmadas mediante PCR identificadas en la sección 1.1 de resultados, utilizando 
oligonucleótidos que alinean con el Left Border del T-DNA y la secuencia silvestre para cada 
caso (Tabla 2; Figura 2A). 
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Figura 2. Identificación de plantas dobles mutantes homocigotas crt1/crt2. Se extrajo DNA 
genómico de plantas de Arabidopsis thaliana silvestres (WT) y de las plantas mutantes obtenidas 
desde la cruza de plantas crt1 X crt2 denominada crt1/crt2 A. La reacción de PCR se llevó a cabo 
utilizando oligonucleótidos específicos para el alelo silvestre de cada gen CRT en estudio (Mix 
CRT1 WT y Mix CRT2 WT) y utilizando oligonucleótidos específicos para el alelo mutante de 
cada gen CRT en estudio, previamente utilizados para la identificación de las simples mutantes 
(Mix CRT1 Mut y Mix CRT2 Mut). El primer carril de gel de agarosa muestra el marcador de 
peso molecular. WT corresponde al gDNA de plantas silvestres; crt1/crt2 corresponde al gDNA 
de las plantas dobles mutantes. B. Para verificar que estas dobles mutantes mantienen la mutación 
como knock out fue que a partir de RNA total de plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y de 
las plantas dobles mutantes crt1/crt2, se sintetizó cDNA y se realizó una reacción de RT-PCR 
semi-cuantitativo a 30 ciclos de amplificación. Se utilizaron óligos que amplificaran el CDS de 
los genes CRT1 y CRT2. EF1α fue utilizado como gene normalizador de la expresión. 
 
Para determinar si las plantas identificadas como doble homocigotas mutantes para las 
chaperonas CRT1 y CRT2, carecen de la presencia de los transcritos derivados de cada gen en 
estudio, se realizó un RT-PCR semi-cuantitativo a 30 ciclos. Como gen normalizador se utilizó 
 
 
B. 
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EF-1α (Figura 2B). Para esto, se utilizaron los óligos que amplifican el CDS de cada chaperona 
de la sección 1.1 de Resultados. Como se observa en la Figura 2C, en los paneles superiores se 
observa la amplificación de los transcritos derivados de crt1 y crt2, sólo en el cDNA proveniente 
de las plantas silvestres (WT), contrario a lo que se observa para el genotipo dobles mutantes 
(crt1/crt2). Tanto como el genotipo silvestre y mutante dobles, se presentó una amplificación 
homogénea de los transcritos derivados de genes de expresión constitutiva (paneles inferiores). 
Estos resultados nos permiten concluir que las plantas dobles mutantes identificadas, al ser 
homocigotas para la inserción de la secuencia de T-DNA, generan la ausencia total de los 
transcritos derivados de los genes CRT en estudio y que esta ausencia se mantiene a partir de las 
plantas simples mutantes. 
 
1.3. Análisis de la cinética de expresión de genes CRT1 y CRT2 en plantas silvestres durante 
la respuesta de defensa local.  
Como se mencionó previamente, Qiu y cols. (2012b) mostraron que el transcito de CRT2 
aumenta en plantas silvestres tras ser expuestas a Pst DC3000. En este trabajo analizaron la 
respuesta de defensa basal. Tomando en cuenta esto, fue que se decidió evaluar si la expresión de 
CRT1 y CRT2, presentaban alguna alteración durante la infección con una bacteria avirulenta, 
como es Pst DC3000 AvrRPM1. Para esto, se llevó a cabo una infección en plantas de 
Arabidopsis thaliana silvestre con Pst DC3000 AvrRPM1, como control negativo se infiltró 
MgCl2 y se analizó su perfil de abundancia relativa mediante ensayos de qPCR. 
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Figura 3. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de CRT1 y CRT2 en 
respuesta a infección por Pst DC3000 AvrRPM1. Plantas de Arabidopsis thaliana silvestres 
(WT) de 4-5 semanas, crecidas en tierra fueron infiltradas con 5 x 106 CFU/ml a 0, 2 y 8 (h) y 
como control fueron infiltradas con MgCl2. Se tomaron 3-4 hojas locales de diferentes plantas 
por cada temporalidad y fueron congeladas para su posterior extracción de RNA total. Un μg de 
RNA fue utilizado para sintetizar cDNA y mediante qPCR, determinar el nivel de abundancia 
relativa de los transcritos derivados de A. CRT1 y B. CRT2. El nivel de abundancia relativa de 
mRNA de cada gen analizado, fue graficado relativo al nivel de abundancia del normalizador β-
tubulina 4. Las medias con letra en común no son significativamente diferentes (Test de Tukey, 
p>0.05) 
 
 Como se observa en la Figura 3, los genes CRT1 y CRT2 comparten una cinética de 
expresión muy similar. Esto se puede ver a las 2 horas posterior a la infección, los niveles de 
transcrito se mantienen constantes en comparación con el tiempo 0. En cambio, a las 8 horas post 
inoculación, se acumula el transcrito de ambos genes, CRT1 y CRT2. Estos resultados sugieren 
que ambos genes responden de manera similar a la infección bacteriana y apoya un rol 
redundante de ambas chaperonas. 
 
1.4. Análisis de la cinética de expresión de genes CRT1 y CRT2 en respuesta a tratamientos 
con SA utilizando plantas silvestres.  
 Como se mostró anteriormente en la Figura 3, los transcritos derivados de CRT1 y CRT2, 
se acumulan durante una respuesta de defensa local, más aun, no hay antecedentes que indiquen 
que estas chaperonas se encuentren involucradas en la respuesta de defensa a nivel sistémico. Es 
por esta razón que se llevó a cabo un análisis de la cinética de expresión de los genes de las 
chaperonas de RE, CRT1 y CRT2 en respuesta a tratamientos con la fitohormona SA, mediante 
  
A. B. 
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ensayos por qPCR. Para esto, se realizó un tratamiento con SA 0,5 mM en plantas de Arabidopsis 
thaliana silvestre. 
 
                 
Figura 4. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de CRT1 y CRT2 en 
respuesta a tratamientos con SA. 5-6 Plantas de Arabidopsis thaliana silvestres (WT) de 15 
días, crecidas in vitro fueron tratadas con SA 0,5 mM a 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas (h). Las 
plántulas fueron congeladas y se extrajo RNA total. Un μg de RNA fue utilizado para sintetizar 
cDNA y mediante qPCR, determinar el nivel de abundancia relativa de los transcritos derivados 
de A. CRT1 y B. CRT2. El nivel de abundancia relativa de mRNA de cada gen analizado, fue 
graficado relativo al nivel de abundancia del normalizador β-tubulina 4. 
 
Como se puede observar en la Figura 4, los transcritos de los genes CRT1 y CRT2, 
presentan una cinética de expresión que es similar entre ellos, comenzando con un aumento en la 
acumulación que se observa a las 4 horas post tratamiento (hpt) con SA y alcanzando su máximo 
a las 6 hpt, manteniéndose más o menos en los mismos niveles hasta las 24 hpt. Estos resultados 
nos indican que los genes, CRT1 y CRT2 responden al tratamiento con SA, en concentraciones 
que imitan un SAR. Considerando esto y el resultado anterior (Figura 3), podríamos decir que, 
tanto CRT1 como CRT2, estarían involucrados no solo en la respuesta de defensa local, sino que 
también en la respuesta de densa sistémica. 
 
1.5. Caracterización de la respuesta inmune de plantas mutantes crt2 y dobles mutantes en 
las chaperonas CRT1 y CRT2, frente a la infección por Pst DC3000, previamente 
inmunizadas con SA. 
 Ha sido previamente descrito que plantas mutantes para las chaperonas CRT1 y CRT2, 
presentan un fenotipo de mayor resistencia ante la infección por un patógeno virulento como Pst 
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DC3000 (Qiu y cols. 2012a). En este mismo trabajo se muestra que las plantas dobles mutantes 
crt1/crt2 presentan un efecto sinérgico al verse disminuido el número de colonias bacterianas en 
comparación con plantas silvestres y simples mutantes. Tomando en consideración esto, y que 
plantas mutantes crt1 y crt2 presentan una respuesta similar, fue que solo para este experimento, 
se decidió trabajar con plantas mutantes crt2. Por lo tanto, se decidió analizar la respuesta 
sistémica de las plantas dobles y simples mutantes crt2, en comparación con plantas silvestres. 
Para esto los distintos genotipos fueron previamente infiltrados con SA, para gatillar SAR y 
posteriormente, inoculados con una cepa virulenta de Pst DC3000. Luego de 2 días, se realizó un 
conteo de colonias para cuantificar la replicación de las bacterias en los distintos genotipos 
(Figura 5).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Análisis de la respuesta sistémica adquirida en plantas mutantes crt2 y dobles 
mutantes crt1/crt2 en respuesta a infección por Pst DC3000. Se utilizaron un total de 16 
plantas de Arabidopsis thaliana silvestres, simple mutante crt2 y dobles mutantes crt1/crt2 de 4-5 
semanas de edad, crecidas en tierra. Las barras blancas representan las plantas que fueron tratadas 
mediante infiltración con SA a una concentración de 1 mM (8 plantas), para gatillar SAR y las 
barras negras, plantas control que fueron tratadas con agua destilada (8 plantas). Dieciocho horas 
después, las plantas fueron infectadas mediante infiltración en hojas de la roseta, con una 
solución que contenía Pst DC3000 (5 x 106 CFU/ml). El genotipo npr1-1 fue utilizado como 
control de híper susceptibilidad (Cao y cols., 1994). El crecimiento bacteriano se cuantificó a 0 y 
2 días post infección (dpi) mediante diluciones seriadas y se graficó como log10 de CFU/disco de 
hoja infectada. Las barras verticales indican la desviación estándar de seis discos de hoja 
provenientes de 6 hojas de distintas plantas. Las letras representan diferencias estadísticamente 
significativas (Test de Bonferroni’s, comparación multiple, p<0.05) 
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Como se observa en la Figura 5, a los 0 dpi se puede observar que hubo un crecimiento 
de colonias bacterianas en todos los genotipos utilizados y en igual magnitud. Esto indica que se 
utilizó la misma cantidad de bacteria al momento de la infección y que posibles diferencias a los 
días siguientes se debe a la capacidad de cada genotipo para montar una defensa exitosa. A los 2 
dpi, se puede apreciar un aumento del número de colonias bacterianas, indicando que fue capaz 
de proliferar en el tejido vegetal. Más aun, cabe destacar, que de manera cuantitativa se puede 
observar que el tratamiento para inmunizar a las plantas con SA fue efectivo. Esto se puede notar 
debido a que plantas silvestres presentan un menor crecimiento de colonias bacterianas en plantas 
tratas con SA en comparación a las plantas control. Las plantas mutantes nrp1-1 se utilizan como 
control de hipersusceptibilidad (Cao y cols., 1994).  
En plantas mutantes crt2, se puede observar que de manera basal presentan un 
crecimiento similar al de plantas silvestres que fueron tratadas con SA, mientras que plantas que 
fueron tratadas presentan un crecimiento aún menor de colonias bacterianas en comparación a 
plantas silvestres y ante su propio genotipo control. Este hecho se repite en plantas dobles 
mutantes crt1/crt2, donde plantas mutantes de manera basal presentan un crecimiento de colonias 
bacterianas similar a plantas silvestres que tuvieron el tratamiento con SA, mientras que las 
dobles mutantes crt1/crt2, presentan un efecto potenciador de la respuesta de defensa al 
observarse un nivel incluso menor de crecimiento de colonias en comparación a plantas silvestres 
luego de 2 dpi. 
 Por lo tanto, estos resultados sugieren que las chaperonas CRT1 y CRT2 pueden estar 
involucradas en la respuesta de defensa basal junto con participar a nivel sistémico al verse una 
disminución del crecimiento bacteriano en estos genotipos previo al tratamiento con SA. 
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2. Determinar la participación de CRT1 y CRT2 en la regulación transcripcional de los 
genes involucrados en la biosíntesis de SA. 
 
2.2. Análisis de la abundancia relativa de genes que participan en la biosíntesis de SA 
durante la respuesta de defensa, utilizando plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y 
mutantes para las chaperonas CRT1 y CRT2. 
 Posterior a corroborar que los transcritos tanto CRT1 como CRT2, se acumulaban durante 
una respuesta de defensa local y sistémica (Figura 3), fue que se decidió analizar su participación 
en las rutas de biosíntesis de SA. Este objetivo se planteó debido a que Qiu y cols. (2012b), 
postularon que CRT2 participa en las rutas de biosíntesis de SA, pero no detallan a qué nivel 
ocurre esto. Es por esta razón que se decidió analizar genes marcadores involucrados en rutas de 
biosíntesis de SA y además de la expresión del gen PR1 (gen marcador de SAR, Cao y cols., 
1994). 
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Figura 6. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de genes de las rutas de 
síntesis de SA de Isocorismato Sintasa en respuesta a la infección por PstDC3000 
AvrRPM1, en plantas silvestres y mutantes CRT. Plantas de Arabidopsis thaliana silvestres 
(WT) de 4-5 semanas de edad, crecidas en tierra, fueron infiltradas con 5 x 106 CFU/ml a 0, 2 y 8 
(h), simbolizado como (+) y como control negativo se infiltró MgCl2 (-). Se tomaron 3-4 hojas 
locales de plantas independientes por cada temporalidad y fueron congeladas para su posterior 
extracción de RNA total. Un μg de RNA fue utilizado para sintetizar cDNA y mediante qPCR, 
determinar el nivel de abundancia relativa de los transcritos derivados de (A) EDS1, (B) ICS1 y 
(C) PR1, marcador de SAR. El nivel de abundancia relativa de mRNA de cada gen analizado, fue 
graficado relativo al nivel de abundancia del transcrito del gen normalizador, β-tubulina 4. Los 
asteriscos indican diferencias significativas entre plantas silvestres con respecto a los genotipos 
mutantes correspondientes a una temporalidad (ANOVA, * P<0,005, ** P<0,01 y *** P<0,001). 
A. 
 
B. 
 
C. 
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 Al observar el nivel relativo de mRNA de los genes en estudio en plantas silvestres con 
respecto a cada planta mutante, se puede ver en la Figura 6A, que de manera basal hay un 
aumento significativo del nivel relativo del gen EDS1 en plantas simples mutantes crt1, contrario 
a la disminución significativa que presentan a las 8 hpi con respecto a plantas silvestres. Por el 
contrario, las plantas mutantes crt2, presentan un aumento significativo de transcrito a partir 
desde las 0 hpi, cuyo aumento se mantiene hasta las 8 hpi en comparación a la planta silvestre. 
Este panorama es muy similar en plantas dobles mutantes crt1/crt2, al verse una cinética similar a 
plantas mutantes crt2. Estos resultados sugieren que la chaperona CRT2 estaría involucrada en la 
regulación del gen EDS1 en una respuesta de defensa local. 
Por otra parte, se analizó el gen ICS1 (Figura 6B) en plantas mutantes crt1, en que se 
presenta un leve aumento de los niveles de transcrito a las 8 hpi en comparación con plantas 
silvestres. De diferente manera, se puede observar en plantas mutantes crt2 ocurre un aumento en 
los niveles de transcrito a partir de las 2 hpi con respecto a plantas silvestres. En el caso de 
plantas dobles mutantes crt1/crt2, se ve un aumento de la abundancia de transcrito a partir del 
estado basal de la planta, aumento que se mantiene hasta las 8 hpi. Por lo tanto, se puede sugerir 
que CRT2 y no CRT1 estaría participando en la regulación del gen ICS1 en respuesta ante la 
infección por patógeno avirulento. 
 Al analizar PR1, marcador de respuesta a SAR, en plantas mutantes crt1 se puede 
observar un aumento significativo de abundancia de transcrito a las 8 hpi en comparación con 
plantas silvestres. En el caso de plantas mutantes crt2, se ve un leve aumento de la abundancia de 
transcrito a partir de las 2 hpi. Mientras que en plantas dobles mutantes crt1/crt2, ocurre un 
aumento significativo a las 8 hpi. A partir de estos resultados se puede concluir que posiblemente 
CRT1 y CRT2 están participando en la regulación transcripcional de PR1. 
 Por consiguiente, estos resultados sugieren que CRT2 podría estar regulando a nivel 
transcripcional a EDS1 en un estado basal. De la misma manera ocurre para el gen ICS1, 
mostrando un desplazamiento de su cinética de abundancia del gen. Por último, tanto CRT1 
como CRT2 podrían estar involucrados en la regulación de PR1 en la infección local por un 
patógeno. 
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2.3. Análisis de la cinética de abundancia relativa de genes involucrados en la biosíntesis de 
SA bajo tratamiento exógeno con SA, utilizando plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y 
mutantes para las chaperonas CRT1 y CRT2. 
Como se observó en la Figura 4, los niveles de abundancia de transcritos de CRT1 y 
CRT2, se acumulan en respuesta a tratamiento con SA exógeno, sugiriendo que ambos genes 
podrían estar involucradas en la respuesta de defensa a nivel sistémico en la planta. Es por esta 
razón que se analizaron los genes que participan de la ruta de biosíntesis de SA, pero en esta 
ocasión bajo un tratamiento que emula la respuesta a nivel sistémico. Estos genes son EDS1 e 
ICS1, que son los que participan de la producción de SA a nivel sistémico ante una respuesta por 
patógeno. Además, PR1 se utilizó como marcador de esta respuesta. Para esto se utilizaron 
plantas silvestres, mutantes simples y dobles para crt1 y crt2 que fueron expuestas a SA exógeno, 
se extrajo RNA total y los perfiles de abundancia relativa fueron analizados mediante qPCR. 
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Figura 7. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de genes de las rutas de 
síntesis de SA, en respuesta al tratamiento con SA exógeno, en plantas silvestres y mutantes 
CRT. Plantas de Arabidopsis thaliana silvestres (WT), simples mutantes (crt1 y crt2) y dobles 
mutantes (crt1/crt2) fueron crecidas in vitro durante 15 días. Posteriormente, fueron tratadas con 
SA 0,5 mM durante 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas (h). Las plántulas (5-6) fueron congeladas y se 
extrajo RNA total. Un μg de RNA fue utilizado para sintetizar cDNA y mediante qPCR, 
determinar el nivel de abundancia relativa de los transcritos derivados de (A) EDS1, (B) ICS1 y 
(C) PR1, como marcador de SAR. El nivel de abundancia relativa de mRNA de cada gen 
analizado fue graficado relativo al nivel de abundancia del normalizador β-tubulina 4. Los 
asteriscos indican diferencias significativas entre plantas silvestres con respecto a los genotipos 
mutantes correspondientes a una temporalidad (ANOVA, * P<0,005, ** P<0,01 y *** P<0,001). 
 
A. 
C. 
B. 
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 Al analizar el gen EDS1 en plantas mutantes crt1 (Figura 7A), solo se observa un leve 
aumento de la abundancia de transcrito previo al tratamiento con SA (estado basal) con respecto a 
plantas silvestres. En plantas mutantes crt2, se observa un aumento significativo de la abundancia 
de transcrito a las 0 hpt, panorama que se repite en plantas dobles mutantes crt1/crt2. Estos 
resultados sugieren, que las chaperonas CRT1 y CRT2 podrían estar regulando al gen EDS1 de 
manera basal, siendo ausente en una respuesta a nivel sistémico. 
 En el caso del gen ICS1 (Figura 7B) en plantas mutantes crt1, se presenta un leve 
aumento de la abundancia de transcrito a las 6 hpt en comparación a plantas silvestres. A 
diferencia de lo que ocurre con plantas mutantes crt2, en donde se observa un aumento 
significativo a partir de las 4 hpt, respuesta que se repite en plantas dobles mutantes crt1/crt2. 
Cabe destacar que en este último genotipo se ve un aumento de la abundancia de transcrito a las 
24 horas con respecto a plantas silvestres. Sugiriendo que CRT2 podría estar participando en la 
regulación de ICS1 en la respuesta de defensa a nivel sistémico. 
 Finalmente, el gen PR1 (Figura 7C) que es un marcador de la respuesta de defensa a 
nivel sistémico. Se puede observar que en la cinética de abundancia relativa en las plantas 
mutantes crt1, se mantiene la cinética de activación del gen y que se ve un aumento solo a las 24 
hpt en comparación con las plantas silvestres. A su vez, plantas mutantes crt2, si bien presentan 
una cinética de abundancia relativa muy similar a las plantas silvestres, esta se encuentra 
aumentada desde las 8 hpt y que va en aumento hasta las 24 horas. Por último, en plantas dobles 
mutantes crt1/crt2 presentan un comportamiento muy similar en plantas mutantes crt2, en que la 
abundancia relativa del gen va en aumento desde las 8 hpt y que va en aumento hasta las 24 
horas. Como conclusión, se puede sugerir que CRT2 participa en la regulación transcripcional de 
PR1 durante la respuesta de defensa a nivel sistémico.  
 Estos resultados sugieren, que CRT2 podría estar involucrado en la regulación 
transcripcional del gen EDS1 y que, junto con esto, podría estar participando en la regulación del 
gen ICS1 durante SAR. Mientras que en el caso del gen PR1 se apunta a que solo la chaperona 
CRT2 podría estar involucrada en su regulación a nivel transcripcional bajo tratamiento con SA. 
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3. Evaluar la participación de CRT1 y CRT2 en la secreción de la proteína PR1 en 
tratamiento inductor de SAR.  
 Como se mencionó en la introducción, dentro de las características de las proteínas PR, es 
realizar su función en el espacio intercelular, vale decir, son proteínas que se secretan hacia el 
apoplasto y es por esta razón, que deben pasar previamente por el RE para que se lleven a cabo 
sus correspondientes modificaciones post traduccionales. Es por esta razón que se planteó el 
objetivo de evaluar la respuesta de CRT1 y CRT2 como chaperonas, debido a que estas podrían 
estar involucradas en la retención de proteínas del tipo PR en el RE. Para esto, plantas silvestres, 
mutantes simples para crt1 y crt2, junto con plantas dobles mutantes para crt1/crt2, fueron 
tratadas con SA a 0,5 mM y un grupo aparte, solo en medio MS líquido a modo de control, se 
extrajo proteínas y se analizó la síntesis y secreción mediante un Western Blot (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Análisis de la síntesis y secreción de la proteína PR1 en tratamiento con SA, 
utilizando plantas de Arabidopsis thaliana silvestre (WT), plantas simples mutantes para 
crt1 y crt2 y plantas dobles mutantes crt1/crt2. Plantas de 15 días de edad fueron tratadas con 
0,5 mM de SA o que se mantuvieron en medio MS líquido (Control) durante 18 horas. 
Posteriormente, se extrajeron proteínas totales (A) y proteínas que se encuentran en el espacio 
intercelular (IWF) (B). La membrana fue hibridada con un anticuerpo primario anti PR1-rabbit y 
un anticuerpo secundario anti rabbit-HRP. Como control de carga se muestra la tinción para 
proteínas mediante rojo Ponceau. 
 
 Como podemos observar en la Figura 8A, tras 18 horas de tratamiento con SA se observa 
en el extracto total de proteínas, tanto en plantas silvestres como mutantes, la acumulación de 
PR1, sin diferencias cualitativas entre los distintos genotipos analizados. Lo que estaría dando 
cuenta de que en respuesta al tratamiento con SA, ocurre la síntesis de proteínas PR1 en igual 
 
A. B. 
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magnitud. Como control de carga de proteínas, se realizó una tinción con rojo Ponceau a la 
membrana. 
 Al analizar el efecto de la ausencia de CRT1 y/o CRT2, en la secreción de las proteínas 
PR1 al espacio apoplástico (Figura 8B), no se observaron diferencias entre los distintos 
genotipos. Al igual que la vez anterior, se realizó la tinción con rojo Ponceau a la membrana y se 
obtuvo las bandas como control de carga. 
 Esto evidencia que hubo una secreción de proteína PR1 por parte de los cuatro genotipos 
analizados, sugiriendo que CRT1 y CRT2, no estarían involucradas en la síntesis ni en la 
secreción de proteínas PR1. 
 
4. Determinar la participación de CRT1 y CRT2 en la regulación transcripcional de genes 
chaperonas de RE en tratamiento inductor de SAR. 
 
4.1. Análisis de la cinética de abundancia relativa de genes chaperonas de RE durante la 
respuesta de defensa local, utilizando plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y mutantes 
para las chaperonas CRT1 y CRT2.  
 Debido a que estas chaperonas, CRT1 y CRT2, son proteínas que se encuentran en el RE, 
nos preguntamos si en las plantas que se encuentran carentes de estas chaperonas, ocurre un 
efecto compensatorio por parte de las otras chaperonas que se encuentran en el RE durante la 
respuesta de defensa para así poder mitigar el proceso de UPR causado por el aumento de la 
demanda de proteínas de secreción. Para poder analizar esto fue que se realizaron ensayos de 
infección con una bacteria avirulenta (AvrRPM1) utilizando plantas silvestres y mutantes crt1 y 
crt2 junto con plantas dobles mutantes crt1/crt2 y se analizó la abundancia relativa de los genes 
marcadores de UPR como es BiP1/2, CNX1, ERdj3b, PDIL1-2, SDF2 y SHD. 
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Figura 9. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de genes de UPR en 
respuesta a la infección por Pst AvrRPM1, en plantas silvestres y mutantes CRT. Plantas de 
Arabidopsis thaliana silvestres (WT) de 4-5 semanas de edad, crecidas en tierra fueron infiltradas 
con Pst AvrRPM1 (5 x 106 CFU/ml) y se analizó la expresión de los genes en estudio a las a 0, 2 
y 8 (h). Como control se infiltró con MgCl2 (-). Se tomaron 3-4 hojas locales de plantas 
independientes por cada temporalidad y fueron congeladas para su posterior extracción de RNA 
total. Un μg de RNA fue utilizado para sintetizar cDNA y mediante qPCR, determinar el nivel de 
abundancia relativa de los transcritos derivados de (A) BiP1/2, (B) CNX1, (C) Erdj3b, (D) 
PDIL1-2, (E) SDF2 y (F) SHD. El nivel de abundancia relativa de mRNA de cada gen analizado, 
fue graficado relativo al nivel de abundancia del normalizador β-tubulina 4. Los asteriscos 
indican diferencias significativas entre plantas silvestres con respecto a los genotipos mutantes 
correspondientes a una temporalidad (ANOVA, * P<0,005, ** P<0,01 y *** P<0,001). 
 
 Analizando la abundancia relativa de los genes de interés en plantas silvestres con 
respecto a cada planta mutante, podemos ver en la Figura 9A que la cinética de abundancia 
relativa para el gen BiP1/2 en plantas mutantes crt1, mostró una disminución significativa a las 8 
hpi con respecto a plantas silvestres. Por su parte, en plantas mutantes crt2, no se observó 
ninguna diferencia de los niveles de abundancia de transcrito con respecto a plantas silvestres 
 
E. 
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posterior a la infección por patógeno. Por último, en plantas dobles mutantes crt1/crt2, ocurrió un 
aumento significativo del nivel de transcrito previo a la infección, vale decir, en estado basal. Por 
lo tanto, la cinética de abundancia relativa para el gen BiP1/2 que se observó en plantas 
silvestres, se vio reemplazada por una disminución en la acumulación de transcrito por parte de 
crt1, se mantuvo parcialmente en crt2 y crt1/crt2. Cabe mencionar que en plantas mutantes 
crt1/crt2, hubo un incremento en el estado basal del transcrito de BiP1/2. 
 La cinética de acumulación de transcritos del gen CNX1 (Figura 9B), para plantas 
mutantes crt1, se presentó un incremento en la abundancia relativa de transcrito a las 8 hpi, con 
respecto a las plantas silvestres. Por su parte, para plantas mutantes crt2, se observó un aumento 
significativo de la abundancia relativa, previo al tratamiento y que fue en aumento durante el 
transcurso de este que coincide con lo obtenido para plantas dobles mutantes crt1/crt2. Por 
consiguiente, la cinética de abundancia de transcrito, observada para CNX1 en plantas silvestres 
se mantuvo en crt1 y se puede sugerir que la ausencia de CRT2, afecta la regulación de CNX1. 
 En el caso de ERdj3b (Figura 9C), en plantas mutantes crt1 se obtuvo un aumento de la 
abundancia de transcrito a las 8 hpi en comparación con plantas silvestres lo que es similar a lo 
obtenido en plantas mutantes crt2. Mientras que en plantas dobles mutantes crt1/crt2 se observó 
un aumento significativo desde las 0 hpi en comparación con las plantas silvestres. Por lo tanto, 
en plantas mutantes crt1 y crt2 se aprecia un aumento significativo de transcrito posterior a las 8 
hpi, mientras que en crt1/crt2 hay un adelantamiento de la inducción del gen. 
 La cinética de abundancia de transcrito de PDIL1-2 (Figura 9D) en plantas mutantes crt1 
presentó un aumento significativo de transcrito a las 8 hpi con respecto a plantas silvestres. En el 
caso de plantas mutantes crt2, se observó un aumento significativo en el estado basal y a las 8 hpi 
en comparación a plantas silvestres. Finalmente, en plantas dobles mutantes crt1/crt2 se observó 
un aumento significativo de la acumulación de transcrito a lo largo de toda la cinética analizada. 
Por lo tanto, en plantas mutantes crt2 y crt1/crt2 se ve una cinética de inducción adelantada en 
comparación con plantas silvestres.  
 Al analizar la cinética de inducción del gen SDF2 (Figura 9E) en plantas silvestres se ve 
un aumento de la abundancia de transcrito a partir de las 2 hpi. En plantas mutantes crt1 se 
mantiene la cinética de plantas silvestres, sin embargo, su magnitud se ve incrementada, lo 
mismo sucede para plantas mutantes crt2. Similarmente, en plantas dobles mutantes crt1/crt2 se 
obtuvo un aumento significativo de transcrito de manera basal y que va aumentando su magnitud 
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según avanza la temporalidad.  Por lo tanto, en plantas mutantes crt1 y crt2 ocurre un aumento de 
transcrito desde las 2 hpi en comparación a plantas silvestres, mientras que en plantas dobles 
mutantes crt1/crt2, la cinética se ve adelantada y con aumento en su magnitud. 
 Finalmente, el gen SHD (Figura 9F) en plantas mutantes crt1, se mantuvo la cinética 
analizada en plantas silvestres. En plantas mutantes crt2, hubo un aumento significativo de 
acumulación de transcrito desde las 0 hpi en comparación con plantas silvestres, hecho que se 
repitió en plantas dobles mutantes crt1/crt2. Por lo tanto, la cinética del gen SHD no se vio 
alterada en plantas mutantes crt1, mientras que en plantas mutantes crt2 y dobles mutantes 
crt1/crt2 ocurrió un adelantamiento de la cinética de acumulación para este gen, incluyendo el 
estado basal. 
 Estos resultados sugieren, que el set de chaperonas de RE analizado, tendrían un efecto 
compensatorio ante la falta de CRT1 y CRT2, tras la infección por patógeno a nivel local.  
 
4.2. Análisis de la cinética de abundancia relativa de genes de chaperonas de RE bajo 
tratamiento exógeno con SA, utilizando plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y 
mutantes para las chaperonas CRT1 y CRT2.  
Anteriormente se analizaron las chaperonas de RE en plantas (WT, crt1, crt2 y crt/crt2) 
tras ser infectadas por un patógeno avirulento y se analizó de manera local los niveles de 
abundancia de transcrito de genes de un set de chaperonas que se encuentran en el RE (Figura 9). 
Por lo tanto y continuando con la línea central de esta tesis que corresponde al análisis de la 
respuesta a nivel sistémico, fue que se analizaron los genes de las chaperonas de RE bajo 
tratamiento exógeno con SA 0,5 mM para así simular una respuesta de defensa sistémica. Se 
extrajo RNA y el nivel de transcrito se analizó mediante qPCR. 
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Figura 10. Análisis de la cinética de acumulación de transcritos de genes de UPR en 
respuesta al tratamiento con SA exógeno, en plantas silvestres y mutantes CRT. Plantas de 
Arabidopsis thaliana silvestres (WT), simples mutantes (crt1 y crt2) y dobles mutantes 
(crt1/crt2) fueron crecidas in vitro durante 15 días. Posteriormente fueron tratadas con SA 0,5 
mM a 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas (h). Las plántulas (5-6) fueron congeladas y se extrajo RNA 
total. Un μg de RNA fue utilizado para sintetizar cDNA y mediante qPCR, determinar el nivel de 
abundancia relativa de los transcritos derivados de (A.) BiP1/2, (B.) CNX1, (C.) ERdj3b, (D) 
PDIL1.2, (E) SDF2 y (F) SHD. El nivel de abundancia relativa de mRNA de cada gen analizado 
fue graficado relativo al nivel de abundancia del normalizador β-tubulina 4. Estadística realizada 
fue ANOVA. Los asteriscos indican diferencias significativas entre plantas silvestres con 
respecto a los genotipos mutantes correspondientes a una temporalidad (* P<0,005, ** P<0,01 y 
*** P<0,001). 
 
 Se analizó la abundancia de transcrito de los genes de interés en plantas silvestres con 
respecto a cada planta mutante, podemos ver en la Figura 10A que la cinética de abundancia 
relativa para el gen BiP1/2 en plantas mutantes crt1 mostró una disminución significativa en la 
acumulación de transcrito a las 2 hpt con SA y se mantuvo durante todos los puntos de la 
cinética, resultado similar al obtenido en plantas mutantes crt2. Por otra parte, en plantas dobles 
mutantes crt1/crt2 si bien presentan una disminución en los niveles de abundancia de transcrito a 
partir de las 4 hpt, se puede observar un efecto compensatorio a las 8 hpt alcanzando los niveles 
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de transcrito similares a los de plantas silvestres. Por lo tanto, en plantas mutantes crt1 y crt2 si 
bien la cinética de BiP1/2 se mantiene, es la magnitud se ve disminuida en comparación a plantas 
silvestres. Por otra parte, en la ausencia conjunta de estas dos chaperonas se puede observar un 
efecto compensatorio posterior a las 8 horas de tratamiento con SA. 
 La cinética de abundancia del gen CNX1 (Figura 10B), la magnitud de la cinética del gen 
se ve disminuida en plantas mutantes crt1 y crt2 en comparación con plantas silvestres. Por otra 
parte, en plantas mutantes crt2 y dobles mutantes crt1/crt2 presentan niveles basales sutilmente 
superiores a plantas silvestres. Además de que se puede observar que plantas dobles mutantes 
crt1/crt2 presentan niveles similares a los que presentan plantas silvestres, indicando posible 
compensación a temporalidades tempranas de tratamiento con SA. 
 En el caso de ERdj3b (Figura 10C) en plantas mutantes crt1, crt2 junto con dobles 
mutantes cr1/crt2 hay puntos en los que se ve alterada la magnitud de acumulación de transcrito. 
Mas aun, la cinética y magnitud en general se mantiene similar a plantas silvestres. Solo en 
plantas dobles mutantes crt1/crt2 se puede observar un leve aumento de los niveles de 
abundancia relativa de transcrito de manera basal en comparación con plantas silvestres. Por lo 
cual, se puede concluir que CRT1 y CRT2 no están involucradas en la regulación de ERdj3b. 
 Al analizar el gen PDIL1-2 (Figura 10D) en plantas mutantes crt1, crt2 y dobles 
mutantes crt1/crt2, no presentaron diferencias significativas en cinética ni en magnitud de los 
puntos analizados. Tomando en cuenta esto, se puede concluir que en ausencia de CRT1 y CRT2, 
la cinética de inducción del gen PDIL1-2, no se ve alterada. 
 En el caso del gen SDF2 (Figura 10E), hay un aumento significativo de los niveles de 
transcrito en plantas mutantes crt1, crt2 y dobles mutantes crt1/crt2. Solo en plantas dobles 
mutantes crt1/ctr2 se presenta un aumento de los niveles de transcrito de manera basal y a las 24 
hpt, sugiriendo un efecto compensatorio al encontrarse ausente las chaperonas CRT1y CRT2. 
 Finalmente, la cinética de abundancia de transcrito para el gen SHD (Figura 10F) no se 
vio alterada en plantas mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2 al comparar lo obtenido entre plantas 
silvestres y en las mutantes, existiendo diferencias significativas en la abundancia relativa de este 
gen. Además de que en plantas dobles mutantes hay un aumento significativo en el estado basal, 
sugiriendo un efecto compensatorio a nivel basal y no bajo tratamiento con SA. 
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 Estos resultados sugieren que, CRT1 y CRT2 pueden interactuar de distinta manera con el 
set de chaperonas que se encuentran en el RE. Esto se observa al analizar la cinética de expresión 
del conjunto de genes en plantas mutantes. 
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DISCUSIÓN 
La chaperona de RE, calreticulina (CRT), es una proteína conservada tanto en mamíferos 
como en plantas. Se ha sugerido su rol en el plegamiento de proteínas al interior del RE, así como 
en la homeostasis de calcio, dentro de otras funciones. Estudios previos han demostrado que 
plantas vasculares, cuentan con dos grupos de CRT: CRT1a/CRT1b (también conocidas como 
CRT1 y CRT2, respectivamente) y CRT3 (Persson y cols., 2001; Christensen, 2008). 
Resultados de Qiu y cols. (2012a) han relacionado a las distintas isoformas de CRT con la 
respuesta a la interacción planta/patógeno, donde muestran que CRT1 y CRT2, responden de 
manera similar durante la respuesta de defensa ante la infección por una bacteria virulenta (Pst 
DC3000), sugiriendo una función redundante por parte de estas chaperonas durante la respuesta a 
estrés biótico (Li y cols., 2008; Qiu y cols., 2012a). Mientras que, CRT3 actúan mediante otras 
vías durante la infección, ya que ha sido descrito su función asistiendo al plegamiento de los 
receptores de membrana, PRRs (Li y cols., 2009). 
Antecedentes de este mismo grupo (Qui y cols., 2012b), sugieren que CRT2 estaría 
involucrada en la biosíntesis de la fitohormona SA. Junto con esto, ellos concluyen que CRT2 
tiene una función dual en plantas. Esto se refiere a que durante la infección por un patógeno 
virulento como es el caso de Pst DC3000, la función de CRT2 como chaperona, antagoniza su 
propia función, resultando en una supresión de la resistencia de la planta; y que su dominio C 
terminal (dominio de unión a calcio) regula la biosíntesis de SA. Esto es posible debido a que 
CRT2 tiene carga neta negativa, lo que le permite unir calcio. Estos resultados se podrían 
extrapolar a CRT1 ya que también posee carga negativa. A diferencia de estas chaperonas, CRT3 
cuenta con carga neta positiva (Jin y cols., 2009). 
Tomando en cuenta los antecedentes anteriores y que las distintas respuestas de defensa 
de las plantas se gatillan por distintos patógenos, además de que estas respuestas comparten 
similares mecanismos de señalización, pero que actúan de diferente manera (Tsuda y cols., 2009), 
es que resulta interesante dilucidar a qué nivel de respuesta de defensa se ven involucradas las 
chaperonas CRT1 y CRT2, y así, confirmando su redundancia funcional.  
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1. Resistencia de plantas mutantes para las chaperonas CRT1 y CRT2 frente a infección 
por patógeno. 
Para dar inicio a esta tesis, se realizaron ensayos de infección con un patógeno avirulento 
y tratamientos con SA para corroborar que tanto, CRT1 como CRT2, tenían un aumento en el 
nivel de transcrito en plantas de Arabidopsis thaliana silvestres. Esto es debido a que Qui y cols. 
(2012b) analizaron que CRT2 se expresa en plantas durante la infección por un patógeno 
virulento (Pst DC3000) y que coincide con la expresión de PR1 durante la defensa basal. De esta 
manera fue que se comenzó a asociar a CRT2 con la respuesta de defensa en plantas.  
 Trabajos anteriores dan cuenta de que cuando Pseudomonas syringae posee un gen Avr, 
se convierte en una cepa avirulenta. Esto es debido a que la planta puede reconocer a la bacteria y 
así gatillar, una serie de respuestas de defensa efectivas (Dong y cols., 1991; Katagiri y cols., 
2002). En la Figura 3, se puede ver que hay un aumento de la abundancia de transcrito por parte 
de estas dos chaperonas durante la infección por un patógeno avirulento en plantas de 
Arabidopsis thaliana silvestre. Por otra parte, se analizó la cinética de abundancia de transcritos, 
en respuesta a tratamientos con SA. Cabe mencionar, que al tratar plantas con SA exógeno, esto 
gatilla el establecimiento de SAR (Cao y cols., 1994). Es de esta manera que se logró determinar 
la cinética de respuesta de estas chaperonas, las cuales resultaron ser bastante similares entre 
ellas, durante el tratamiento con SA (Figura 4). Lo cual confirma lo planteado anteriormente, que 
estas chaperonas tienen función redundante durante la respuesta de defensa en plantas (Li y cols., 
2008). 
Tomando en cuenta que estas chaperonas de RE, CRT1 y CRT2, están involucradas 
durante la respuesta de defensa de la planta, fue que se decidió realizar un ensayo de infección 
utilizando plantas mutantes crt2. Esto es debido a la función redundante que poseen estas 
chaperonas. Así, los resultados obtenidos para plantas mutantes crt2 pueden ser extrapolables 
para plantas mutantes crt1. Además, se trabajó con plantas dobles mutantes crt1/crt2 que se 
generó en el laboratorio (Figura 5). Se decidió trabajar con estas plantas dobles mutantes debido 
a la redundancia de funcionalidad. 
Este experimento en donde a un grupo de plantas se las infiltra con agua (control) y a otro 
se les infiltra con SA (tratamiento), posteriormente se infecta con un patógeno virulento (Pst 
DC3000), nos permite el análisis de la respuesta de defensa tanto basal como a nivel sistémico. 
De manera basal se puede ver que tanto las plantas mutantes crt2 y dobles mutantes crt1/crt2, 
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resultaron ser más resistentes que las plantas silvestres (Figura 5). Sin embargo, no se observó 
un efecto sinérgico por parte de plantas dobles mutantes crt1/crt2, al comparar los resultados con 
los obtenidos para las plantas simples mutantes, crt2. Este resultado difiere del descrito por Qui y 
cols., (2012a). Sin embargo, estos autores realizaron el análisis 3 dpi, observando un efecto 
sinérgico entre las mutantes, mientras que nosotros lo realizamos a 2 dpi. Posiblemente al darle 
más tiempo a la interacción entre el patógeno Pst DC3000 con las plantas, estas podrían haber 
llevado a cabo una respuesta de defensa más eficiente y así poder ver la diferencia entre plantas 
simples mutantes crt2 y plantas dobles mutantes crt1/crt2. Esto es posible como lo demostraron 
Malany y cols. (1990) al medir los niveles de SA en plantas de tabaco que fueron infiltradas con 
el virus del mosaico del tabaco (TMV), se dieron cuenta de que los niveles de esta fitohormona 
continúan elevados hasta las 84 hpi lo que va acompañado por el aumento constante de transcrito 
de PR1 lo que se ve traducido en una mayor capacidad de defensa por parte de la planta. 
Por otra parte, se realizó un tratamiento con SA para poder imitar la respuesta a nivel 
sistémico (SAR químico). Se pudo notar que el tratamiento con SA dio resultado al ver que 
plantas silvestres que fueron tratadas presentan un menor crecimiento de colonias bacterianas en 
comparación a plantas de su mismo genotipo que no fueron tratadas (Cao y cols., 1994). 
Continuando con esto, plantas simples mutantes crt2 y plantas dobles mutantes crt1/crt2 que 
fueron tratas con SA presentaron mayor resistencia, en comparación a sus correspondientes 
genotipos que no fueron tratadas. Nuevamente, en plantas dobles mutantes crt1/crt2 se esperaba 
observar un efecto sinérgico en la respuesta de defensa en comparación a plantas simples 
mutantes crt2, posiblemente al realizar el conteo de colonias a los 3 dpi se pueda ver el efecto 
esperado.  
 
2. Regulación por parte de CRT1 y CRT2 en las rutas de biosíntesis de SA durante la 
infección por Pst DC3000 AvrRPM1 o frente al tratamiento con SA. 
 Se ha descrito que, frente al ataque por patógenos, la fitohormona SA es la clave para 
llevar a cabo la activación de la respuesta de defensa. Esto es debido a que, durante una infección 
por patógeno biótrofo, los niveles de esta fitohormona se ven elevados, lo que activa la expresión 
de genes PR (Dempsey y cols., 2011).  
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 Se ha sugerido, que CRT2 se encuentra involucrado en la regulación de la biosíntesis de 
SA, ya que plantas que sobre-expresan CRT2 tienen una mayor producción de SA, un menor 
tamaño y contradictoriamente un fenotipo de mayor susceptibilidad ante la infección por 
patógeno, en comparación con plantas silvestres (Qui y cols., 2012b). En este mismo trabajo, se 
analizó que estas plantas transgénicas tienen activa de manera constitutiva genes involucrados en 
la ruta de biosíntesis de SA. Ellos concluyen que CRT2 podría estar actuando río arriba de PAD4 
(Phytoalexin Deficient 4) en la ruta de biosíntesis de SA. 
 El fenotipo de menor tamaño obtenido por plantas que sobre-expresan CRT2 (Qiu y cols., 
2012b), puede ser debido a que hay antecedentes que sugieren que los niveles de SA son 
inversamente proporcionales a los niveles de lignina (Gallego-Giraldo y cols., 2011). Esto podría 
explicar por qué al tener una mayor producción de SA, estas plantas tienen un menor tamaño al 
compararlas con plantas silvestres. En otros trabajos se ha señalado que a menor nivel de SA, 
mayor es el tamaño de la roseta de la planta de Arabidopsis thaliana (Bari y Jones, 2009; Huot y 
cols., 2014; Wang y Wang, 2014). Esto es posible debido que, al modificar los distintos 
precursores de la vía del ácido shikímico se puede propiciar la síntesis de otros compuestos 
fenólicos como es el caso de la lignina (Rohde y cols., 2004). Además de eso, el primer paso de 
la vía de los fenilpropanoides involucra PAL en que aparte de estar involucrado en la biosíntesis 
de SA, también se encuentra la biosíntesis de lignina (Dong y cols., 1991). Esto podría explicar el 
fenotipo enano que presenta y los elevados niveles de SA que no ayuda con el mejoramiento de la 
defensa de las plantas ante la infección por un patógeno. 
 Es conocido que para la señalización de la ruta de SA, EDS1 (Enhanced Disease 
Susceptibility 1) interactúa con PAD4 para formar un complejo que es necesario para la 
señalización de SA (Janda y Ruelland, 2015). EDS1 es una lipasa que participa en la resistencia a 
nivel sistémico, promueve la síntesis de SA y actúa como un regulador positivo en la síntesis de 
esta fitohormona (Breitenbach y cols., 2014; Wittek y cols., 2014). Dentro de estas rutas, se 
encuentra la ruta involucrada en la biosíntesis de SA a nivel sistémico que es ICS, cuyo gen 
marcador es ICS1 (Chen y cols. 2009). Es por esta razón, que al ser marcadores de rutas de la 
síntesis de SA, es que se escogieron los genes EDS1 e ICS1 para los análisis a nivel de 
transcritos, en plantas carentes de las chaperonas CRT1 y CRT2. Además, se utilizó a PR1 
debido a que se induce ya sea por la infección por un patógeno o bien ante tratamientos con SA 
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(Van Loon y Strien, 1999) y de esta forma se puede corroborar si la bacteria se encontraba 
infectiva o si el tratamiento con la fitohormona dio resultado.  
 Para llevar a cabo un aumento de los niveles de SA y de su maquinaria involucrada, es 
posible de dos maneras. Uno de ellos es mediante la exposición a un patógeno avirulento, debido 
a que, al haber un reconocimiento de los efectores de este, se gatilla ETI y genera un aumento de 
SA (Pieterse y cols., 2012). En general, en los genotipos crt1, crt2 y crt1/crt2 para el gen EDS1, 
presentan un aumento de abundancia de transcrito desde el nivel basal y lo que se mantiene hasta 
las 8 horas (Figura 6A). Panorama diferente al cual se presenta para el gen ICS, en que plantas 
mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2 mantienen la cinética de plantas silvestres. Tanto crt2 como 
crt1/crt2 presentan un aumento significativo en la magnitud de la cinética (Figura 6B). Por otra 
parte, se presenta un aumento en los niveles de transcrito de PR1, indicando que el patógeno 
infectó y que, por lo tanto, la planta activó sus mecanismos de defensa (Figura 6C). 
Otra manera de generar una activación de las rutas de biosíntesis de SA, es mediante la 
exposición a SA de manera exógena, ya que esto genera una retroalimentación positiva del 
sistema, lo que resulta en un aumento de la producción de esta misma (Dempsey y cols., 2011). 
Al realizar los análisis para el gen EDS1 en plantas mutantes crt1, crt2 y dobles mutantes 
crt1/crt2, se puede ver que el gen mantiene su cinética de abundancia de transcrito con respecto a 
plantas silvestres (Figura 7A). En el caso del gen ICS1, se ven cambios de magnitud en plantas 
mutantes crt2 y plantas dobles mutantes crt1/crt2, al haber una mayor acumulación de 
abundancia de transcrito (Figura 7B). Como en el caso anterior, se analizó el nivel de transcrito 
del marcador PR1 (Figura 7C), que en plantas mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2, en donde se ve 
modificada su magnitud al verse aumentada de manera significativa en plantas crt2 y crt1/crt2. 
Dando cuenta de que el tratamiento con SA dio resultado. 
Estos resultados coinciden con lo obtenido por Qui y cols. 2012b, en que es CRT2 el que 
participa en la regulación de las rutas de biosíntesis de SA, que ellos analizaron, sin tratamiento 
de por medio.  La infección con un patógeno avirulento simula una respuesta de defensa local 
(Pieterse y cols., 2012) y el tratamiento con SA simula SAR (Cao y cols. 1994), por lo que se 
puede observar una mayor regulación de CRT2 ante la biosíntesis de SA a nivel local que a nivel 
sistémico. Según lo analizado por estos autores (Qui y cols. 2012b), plantas mutantes crt2 no 
presentan diferencias en los niveles de SA al cuantificarlo y compararlo con plantas silvestres sin 
tratamiento alguno. Por lo tanto, es comprensible que al analizar estos marcadores a nivel 
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transcripcional presenten diferencias sutiles al haber sido las plantas expuestas acondiciones que 
provocan un aumento de SA exógeno.  
 
3.- Participación de CRT1 y CRT2 en el plegamiento y secreción de la proteína PR1 frente 
al tratamiento con SA.  
 Las proteínas PR1, son referidas como ‘proteínas cuya síntesis es relacionada a defensa’, 
es decir, que se trata de proteínas que no son detectables en tejidos sanos, pero si después de 
haber sido infectado por un patógeno (Van Loon y cols. 2006). En este mismo trabajo, se hace 
mención de que estas proteínas cuentan con una señal de translocación al RE en su N-terminal 
seguido por una secreción hacia el apoplasto que es donde cumple su función.  Es por esta señal 
del N-terminal que PR1 debe de pasar por proceso de glicosilación previo a su secreción y es por 
esta razón, que se sugiere que debe de interactuar de alguna manera con CRT (Howell, 2013). 
Tomando en cuenta de que PR1 es un cliente de RE, es que se propuso analizar tanto la síntesis 
como la secreción de estas proteínas al encontrar carente el RE de CRT1 y CRT2. 
 Para la obtención de las proteínas del espacio intercelular (apoplasto) se realiza mediante 
la infiltración de un tampón de extracción de proteínas al vacío (Wang y cols., 2005). De esta 
manera se evita el daño mecánico y la mezcla de proteínas que se encuentran en el intracelular (al 
interior de las células) con las proteínas del intercelular (entre las células). Es por esta misma 
razón que se utilizó con tejido fresco y no congelado para la realización de este experimento. 
 Como se ha mencionado previamente, PR1 es conocido como marcador de SAR y es por 
esta razón que previo a la extracción de proteínas, se realizó un tratamiento con SA. Como se 
observó previamente en Figura 7C, los niveles de abundancia de transcrito comienzan a ser 
elevados desde las 8 hpt, debido a que es un gen de cinética tardía (Blanco y cols., 2009). Es 
debido a esto, que se decidió analizar las proteínas a 18 hpt con SA. 
 Según se puede observar en la Figura 8A, la síntesis de proteínas PR1 no se vio afectada 
ya sea por la falta de CRT1 y CRT2. Tampoco se ven diferencias en plantas dobles mutantes 
crt1/crt2. Panorama que se repite en la secreción de estas proteínas (Figura 8B), ya que en 
plantas mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2, no se ven diferencias en comparación con plantas 
silvestres. Estos resultados sugieren, que la ausencia de CRT, no afecta la síntesis ni secreción de 
PR1. En análisis previos se ha sugerido que por la infección de un patógeno se puede incrementar 
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la actividad de RE lo que aumenta la síntesis de proteínas PR1 y que CRT es el principal 
regulador es esto (Crofts y Denecke, 1998). Según lo indicado por los resultados obtenidos en 
esta tesis, se sugiere que CRT1 ni CRT2 estarían participando de la síntesis ni secreción de estas 
proteínas. 
 Esto se podría explicar debido a la redundancia de función que se haya al interior de la 
célula. Por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis thaliana contiene 2 CNXs y 3 CRTs (Liu y 
Howell, 2010). Ambas son lectinas/chaperonas que reconocen y se unen a los oligosacáridos 
monoglucosilados (Blanco-Herrera y cols., 2015). Es probable que al estar ausente una o dos, su 
función pueda estar duplicada por otra proteína similar. Hay que tomar en cuenta en que CNX y 
CRT son muy similares, CRT es la versión soluble de CXN, la diferencia se debe a que CNX 
tiene un dominio de retención a la membrana del RE (Helenius, 1994, Crofts y Denecke, 1998). 
Como mencionó previamente, CRT cuenta con tres isoformas en plantas vasculares. Se ha 
descrito que CRT3 está involucrado en el proceso de plegamiento del receptor de membrana 
BRI1 que es un receptor para la hormona estoroide involucrada en crecimiento brasinoesteroide 
(Jin y cols. 2009). En este trabajo, ellos utilizaron plantas mutantes de la variante bri1-9, con el 
cual ellos obtuvieron que CRT3 es quien mantenía retenido en el RE al receptor con la mutación. 
Tomando en cuenta esto, es que los autores sugieren que CRT3 actúa en conjunto con CNX para 
poder llevar a cabo este proceso de plegamiento. A partir de esto, se podría sugerir, que dentro de 
las isoformas de CRT, solo CRT3 podría estar involucrada directamente en el proceso de 
plegamiento de alguna proteína involucrada en secreción y que las otras isoformas, CRT1 y 
CRT2, podrían estar participando en el proceso de plegamiento de otro tipo de proteínas 
involucradas en defensa, lo que indicaría una posible divergencia por parte de estas chaperonas. 
Cabe destacar la participación conjunta de otras chaperonas como es el caso de CNX. 
 
4.  Regulación transcripcional de los genes de chaperona de RE durante la infección por Pst 
DC3000 AvrRPM1 o frente al tratamiento con SA. 
 Con el fin de poder analizar si dentro del set de chaperonas residentes del RE tienen algún 
efecto compensatorio ante la ausencia de CRT1, CRT2 o ambas, y de esta manera, poder asociar 
alguna relación entre ellas, fue que se analizó a nivel de transcrito los genes de algunas 
chaperonas presentes en RE. Esto se realizó tanto con la infección por un patógeno avirulento y 
por tratamiento con SA. Como se ha mencionado previamente, tanto la infección por un patógeno 
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avirulento y por tratamiento con SA, implica cambios en la expresión de muchos genes, 
incluyendo los de RE, esto es para llevar a cabo la producción y secreción de proteínas de 
defensa (Wang y cols., 2005).  
 Al analizar la respuesta de defensa local mediante la infección por un patógeno avirulento, 
se puede ver en general un efecto compensatorio por parte de las chaperonas en estudio (Figura 
9). Más aun, cabe destacar, que en plantas dobles mutantes crt1/crt2 este efecto compensatorio se 
puede incluso observar de manera basal (sin tratamiento). Esto coincide con lo planteado por Qui 
y cols. 2012b, en que postulan que la actividad chaperona de CRT2 suprime la resistencia de la 
planta. Si bien, se desconoce a qué nivel de la respuesta de la planta suprime CRT2 o cuál es su 
sustrato al momento de llevar a cabo el plegamiento proteico o si realmente podría tener uno. 
Aun así, cuando se analizó la respuesta de defensa de la planta a nivel local (infección con 
patógeno avirulento), plantas mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2, presentaron una sobreexpresión de 
chaperonas de RE lo que podría estar ayudando a la planta a llevar una eficiente respuesta de 
defensa.   
 Por otra parte, al momento de observar la abundancia de transcrito de las chaperonas de 
RE en una respuesta de defensa a nivel sistémico (tratamiento con SA), se obtuvo que si bien la 
cinética de expresión de los genes no se vio alterada, la magnitud de esta se vio disminuida 
significativamente para BiP1/2, CNX1 y SHD (Figura 10A, -B, -F), no hubo cambio en 
comparación con plantas silvestres, en cinética ni en magnitud, para ERdj3b y PDIL1-2 (Figura 
10C, -D) y por último, hubo un aumento en los niveles de transcrito para SDF2 (Figura 10E).  
 Al ver la disminución de los niveles de transcrito de BiP1/2 en plantas mutantes crt1, crt2 
y plantas dobles mutantes crt1/crt2, debido a que CRT está asociado a BiP en el RE formando un 
complejo dependiente de ATP (Crofts y cols., 1998). Por lo tanto, al estar ausente CRT, BiP ya 
no podría formar su complejo, por lo que no sería necesario tanta abundancia por parte de este 
gen. Otros antecedentes informan que CRT podría incluso estar formando complejos con otras 
chaperonas del RE, que se están siendo altamente expresadas con CRT en Arabidopsis thaliana, 
tales como CNX y SHD (Jia y cols., 2009). Este caso sería muy similar a lo ocurrido con la 
chaperona BiP. Al estar ausente CRT, el complejo que podría formar con CNX y SHD se vería 
ausente, por consecuencia, no es necesario un elevado nivel de transcrito para poder formar un 
complejo así.  
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 Por otra parte, SDF2 fue el único gen que mostró un aumento en los niveles de transcrito 
en plantas mutantes crt1, crt2 y crt1/crt2. Ha sido informado que SDF2 es una chaperona 
residente del RE que participa en el plegamiento de PRR, como es el caso de FLS2 que reconoce 
el flagelo de las bacterias y ERF que reconoce el factor de elongación Tu (EF-Tu) (Nekrasov y 
cols. 2009). Como se ha mencionado antes, ambos receptores son necesarios para el 
reconocimiento de las bacterias para así desencadenar la primera línea de defensa que es la 
inmunidad gatillada por patrones moleculares (PTI) (De Wit, 2007).  
 Finalmente, en el caso de los genes cuya magnitud en la cinética de inducción no se vio 
alterada ante la falta de CRT, fueron ERdj3b y PDIL1-2. Antecedentes han sugerido que ERdj3b 
actúa como un cofactor y además estimula la actividad de BiP (Shen y cols. 2002; Shen y 
Hendershot, 2005). Por lo que al ver disminuido los niveles de transcrito de BiP, no se ve 
afectado el de ERdj3b. Por otra parte, se encuentra PDIL2-1, que es una chaperona encargada de 
llevar a cabo la formación de puentes disúlfuro en las proteínas. Se sabe que tiene interacción con 
glicoproteínas, por lo que tienen participación en el ciclo ya antes mencionado CNX/CRT 
(Ellgaard y Helenius, 2003; Howell, 2013). Extrañamente, la ausencia de CRT pareciera no 
afecta los niveles de abundancia de transcrito de esta proteína. 
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CONCLUSIONES 
 Los análisis realizados en este trabajo como es el caso de los ensayos de infección en una 
primera instancia, utilizando plantas simples y doble mutantes para las chaperonas de RE, CRT1 
y CRT2, nos permiten concluir que estas dos chaperonas se encuentran involucradas en la 
respuesta de defensa en Arabidopsis thalian tanto en la respuesta basal como en la respuesta 
sistémica.  
 Al llevar a cabo los análisis de las rutas de biosíntesis de SA, en plantas simples mutantes 
crt1 y crt2, junto con plantas dobles mutantes crt1/crt2, se ven diferencia a nivel de transcrito al 
analizar la respuesta local, vale decir, al infectar una hoja con un patógeno avirulento y realizar 
análisis en esa misma hoja; a diferencia de lo que ocurre a nivel sistémico (tratamiento con SA). 
Esto se repite al analizar los niveles de transcrito de chaperonas de RE con ensayos de infección, 
estos se ven aumentados mostrando un efecto compensatorio, hecho que no sucede con 
tratamientos con SA. 
 Al analizar la síntesis y secreción de proteínas PR1, marcador de SAR, en plantas carentes 
de las chaperonas CRT1 y CRT2, se puede ver la ausencia de participación por parte de estas 
chaperonas durante ambos procesos. Esto se puede ver que en proteínas totales e intercelulares en 
plantas simples mutantes crt1 y crt2 y en plantas dobles mutantes crt1/crt2, los niveles son 
similares a los de plantas silvestres.  
 Estas conclusiones se pueden ver resumidas en la Figura 11 en que de manera 
esquemática se unieron los resultados obtenidos en esta tesis. 
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Figura 11. Esquema de conclusiones. En este esquema se sugiere cómo podrían participar 
CRT1 y CRT2 durante la respuesta de defensa. Viendo en una primera instancia que tanto CRT1 
como CRT2 se encontraría participando de la respuesta de defensa en la planta. Esta participación 
incluye defensa basal e inducida. Durante la respuesta inducida al tratartse de una respuesta local 
(HR), se encuentran cambios trasncriptómicos en las rutas de biosíntesis de SA y en los niveles 
de chaperonas presentes en el RE. Por otra parte, al analizar la otra rama de la respuesta inducida 
donde se encuentra SAR, se puede observar que CRT1 y CRT2 no estarían participando de la 
síntesis y secreción de las proteínas de defensa PR1. Al analizar los transcritos de las rutas de 
biosíntesis de SA, se pueden observar cambios al menos al analizar ICS1, mientras que las 
chaperonas de RE también presentan cambios.  
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